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En suivant l’hyperimmunisation des chevaux producteurs 
de sérum antitoxique (diphtérique et tétanique), l'un de nous 
constatait, en 1924, que l’apparition, chez un cheval, d’un 
abcés & l’endroit d’injection de l’antigéne entraine souvent 
une augmentation plus ou moins considérable du taux de !’anti- 
toxine spécifique dans le sérum de cet animal (1). 

Cette constatation a permis d’établir un procédé d’immunisa- 
tion entré maintenant dans la pratique chez l’animal (vaccina- 
tion antilétanique des animaux domestiques par exemple) et qui 
consiste 4 additionner l’antigéne, avant son injection, d’une 
substance non spécifique telle que la poudre de tapioca, le 
chlorure de calcium, etc. De linjection de ce mélange a 
VYanimal résulte, on le sait, un rendement trés fortement accru 
de Ja production d’antitoxine (2). | 


(1) G. Ramon. Sur augmentation anormale de l’antitoxine chez les che- 
vaux producteurs de sérum antidiphtérique. Bull. et Mém. de la Soc. centr. 
de Méd. vé'érinaire, 450, n° 10, 1925. 

(2) G. Ramon. Bull. ef Mém. de la Soc. centr. de Méd. vétérinaire, 150, n° 20, 
4925; C. R. Acad. des Sciences, 181, 1925, p. 157; C. R. Soc. de Biol., 93, 1925, 
p. 506; Ges Annales, 40, 1926, p. 1; et 47, 1934, p. 339. 
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D'autre part, la méme constatation a conduit 4 la méthode 
dite des « Vaccinations associées », établie avec Chr. Zoeller (1), 
qui est couramment employée a !’heure actuelle et qui utilise, 
par exemple, le mélange d’une anatoxine et d’un vaccin 
microbien tel que le vaccin antityphoparatyphoidique (T. A. B). 
Tout en facilitant la pratique des immunisations chez l'homme, 
les « Vaccinations associées » permettent d’obtenir un accrois- 
sement de l’immunilé antitoxique conférée par ]’anatoxine. 

Ces faits étant bien établis maintenant, nous avons entrepris, 
chez l’animal d’expériences, une série de recherches ayant pour 
but de pénétrer le mécanisme du renforcement de |’immunité 
antitoxique, sous l’influence de l’injection du mélange d’ana- 
toxine et de vaccin microbien. 


Dans une premiére série d’expériences, nous avons injecté a 
lanimal — cobaye et lapin — un mélange d’anatoxine diphté- 
rique et de germes typhiques et paralyphiques. 

Voici la disposition de nos expériences : 

On prépare cing lots de 6 cobayes chacun. Ces cobayes ainsi 
que ceux qui seront utilisés dans l'ensemble de nos expériences 
sont tous de méme origine, leur poids varie de 280 a 
300 grammes. 

Aux animaux du premier lot, on injecte, sous la peau, 1 cent. 
cube d’anatoxine titrant 25 unités antigénes au centicube. A 
ceux du second lot, 1 cent. cube d’anatoxine mélangé a 4 cent. 
cube d’une émulsion de germes typhiques et paraltyphiques (2) 
chaulfés vingt minutes a 60°; & ceux du troisiéme lot, les 
mémes doses d’anatoxine et de germes T. A. B. (chauffés) non 
mélangées, chaque antigéne étant injecté séparément a un 
endroit différent du corps de l’animal. Les animaux du qua- 
triéme lot regoivent 1 cent. cube d’anatoxine en mélange avec 
1 cent. cube de germes T. A. B. vivants, enfin ceux du cin- 


(1) G. Ramon et Chr. Zosuurr. C. R. Soc. de Biol., 94, 1926, p. 106. 

G. Ramon. Ces Annales, 45, 1930, p. 291; 47, 1931, p. 339. 

(2) L’émulsion de germes typhiques et paratyphiques nous a été obligeam- 
ment préparée par M. T. Salimbeni que nous remercions vivement. Cette 
émulsion contient 4 milliards de germes au centimétre cube. 
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quiéme lot regoivent en injections séparées la méme dose de 
chacun de ces antigénes. 

Aprés un délai de trois semaines, 3 cobayes de chaque lot 
sont saignés par ponction du ceeur, leur sérum est mélangé et 
You procéde au dosage de l’antitoxine diphtérique dans les diffé- 
rents mélanges. 

Cette saignée effectuée, les animaux de chaque lot sont 
soumis & une seconde vaccination, dans les mémes conditions 
que la premiére, puis, aprés un intervalle de quinze jours, une 
prise de sang est faite chez les 3 cobayes de chaque lot qui 
n'ont pas encore été saignés, aprés quoi le litrage de |’anti- 
toxine est pratiqué dans les mélanges de sérums correspondant 
& chaque lot. 

Les mémes expériences sont faites parallélement chez des 
lapins de provenances diverses et pesant environ 2 kilogr. 500. 
Chacun des lots de lapins comprend 2 animaux. Les doses 
d’anatoxine diphtérique et de germes T. A. B. (chauffés ou non), 
injectées en mélange ou séparément, sont de 2 cent. cubes 
pour chaque antigéne. 

Notons ici que l’anatoxine injectée seule n’a entrainé aucune 
réaction apparente au point d'injection, si ce n’est un léger 
cedéme apparaissant et disparaissant en quelques heures. Les 
germes T. A. B. chauffés, injectés seuls ou en mélange avec 
lanatoxine, n’ont provoqué qu'un cedéme passager & peine plus 
marqué que celui noté pour l’anatoxine seule. Chez les ani- 
maux qui ont recu les germes T. A. B. vivants seuls ou en 
mélange avec l’anatoxine, l’ceedéme au point d’injection est 
plus marqué et plus persistant, il a tendance & s’indurer chez 
cerlains animaux. 

Voici les résullats du dosage de l’antitoxine diphtérique dans 
les sérums aprés la premiére et la seconde vaccination (voir 
tableau page suivante). 

En examinant ce tableau, nous constatons que, chez le 
lapin, le taux d’antitoxine est, aprés la deuxi#me vaccination 
en particulier, nettement plus élevé chez les animaux qui ont 
été vaccinés avec le mélange d’anatoxine et de germes T. A. B. 
que chez tous les autres, y compris ceux qui ont recu & la fois 
les deux sortes d’antigénes mais en deux endroilts séparés du 
corps. 
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TITRE ANTITOXIQUE 
des mélanges de sérums 
en unités antitoxiques 


LOTS D’ANIMAUX AYANT RECU 


Aprés Aprés 
1 vaccination 2 vaccinations 


A. — Cobayes. 


Anatoxine seule 
Anatoxine + T. A. B. chauffé (4 endroit) . . 
Anatoxine et T. A. B. chauffé (2 endroils) . . 
Anatoxine + T. A. B. vivant (1 endroit). ... 
Anatoxine et T. A. B. vivant (2 endroits).. . 


B. — Lapins. 


Anatoxine seule 
Anatoxine + T. A. B. chauffé (1 endroit) ... 
Anatoxine et T. A. B chauffé (2 endroits). . . 
Anatoxine + T. A. B. vivant (1 endroit). ... 
Anatoxine et T. A. B. vivant (2 endroits). 


Une seconde série d’expériences est faite exactement dans les 
mémes conditions que la premiére, en substituantle vaccin BCG, 
chauffé ou vivant, aux germes T. A. B. Les vaccinations et les 
prises de sang ont été effectuées aux mémes intervalles de 
temps. Les doses d’anatoxine provenant du méme échantillon 
(25 unilés) utilisé dans la premiére série d’expériences ont été 
également de 1 cent. cube pour le cobaye, de 2 vent. cubes pour 
Je lapin. Il a 616 injecté 1 cent. cube de BCG soit 5 milli- 
grammes aux cobayes et 2 cent. cubes soit 10 milligrammes 
aux lapins. 

Le BCG injecté seul ou en mélange avec l’anatoxine a pro- 
voqué chez nos animaux une réaction locale légére : edéme 
suivi parfois d’un petit abcés. 

Les dosages d’antitoxine diphtérique pratiqués selon la méme 
technique que celle mise en ceuvre dans la premiére série 
d’expériences ont fourni les résultats suivants (voir tableau 
page suivante). 

Ici encore, nous relevons que le taux d’antitoxine se montre 
le plus élevé chez les animaux vaccinés avec le mélange des 
deux vaccins anatoxine + BCG; cela est surtout trés sensible 
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TITRE ANTITOXIQUE 
des mélanges de sérums 
en unités 


LOTS D’ANIMAUX AYANT RECU 


Aprés Aprés 
1 vaccination | 2 vaccinations 


A. — Cobayes. 


Anatoxine 
Anatoxine + BCG chautffé (1 endroit) 
Anatoxine et BCG chauffé (2 endroits).. . 
Anatoxine + BCG vivant (4 endroit) 
Anatoxine et BCG vivant (2 endroits) 


B. — Lapins. 


Anatoxine seule 
Anatoxine + BCG chauffé (1 endroil) 
Anatoxine et BCG chauffé (2 endroils). . . .| 
Anatoxine + BCG vivant (1 endroit) 
Anatoxine et BCG vivant (2 endroits) 


lorsque le vaccin BCG, faisant parlie du mélange, esl vivant. On 
remarquera que l’immunité antitoxique n’est pas plus élevée 
chez les animaux qui ont recu en méme temps, mais en deux 
endroits différents du corps, l’anatoxine et le BCG que chez 
ceux auxquels on a injecté l’anatoxine diphtérique seule. 


Nous pouvons rattacher aux expériences de vaccinations 
associées : anatoxine diphtérique + vaccin BCG, une troisiéme 
série d’expériences réalisée comme il suit : des cobayes 
recoivent dans le péritoine5 milligrammes de BCG, puis, quatre 
semaines aprés, un premier groupe de ces animaux recoit, sous 
Ja peau, 1 cent. cube d’anatoxine (25 unités); un second groupe 
recoit, en une seule injection, le mélange de 1 cent. cube 
d’anatoxine et de 0c.c. 5 de tuberculine brute; un troisiéme 
recoit ces derniéres quantités des deux antigénes en deux 
endroits séparés; enfin pour un quatritme et un cinquiéme 
groupe la dose de 4 cent. cube de tuberculine est injectée soit 
en mélange avec l’anatoxine, soit séparément. Des cobayes 
témoins de méme poids que les précédents ef qui n’ont pas recu 
auparavant de BCG dans le péritoine sont injectés dans les 


412 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


mémes conditions soit avec l’anatoxine, soit avec l’anatoxine et 
la tuberculine mélées ou séparées. 

L’injection de tuberculine, chez les animaux qui ont regu 
d’abord une injection intrapéritonéale de BCG, provoque une 
réaction assez forte; edéme volumineux aboutissant méme a 
une petite escarre lorsque la dose de | cent. cube de tubercu- 
line est injectée en mélange avec l’anatoxine. On observe les 
mémes réactions A la suite de l'injection de 1 cent. cube de 
tuberculine associée a 1 cent. cube d’anatoxine chez les cobayes 
neufs, non préparés au moyen du BCG. 

Des prises de sang étant effectuées trois semaines aprés les 
injections d’anatoxine et de tuberculine, l’antitoxine diphté- 
rique est titrée dans le mélange de sérum de chaque groupe 
d’animaux ainsi qu'il est indiqué dans le tableau suivant qui 
donne en outre les résultats du titrage. 


, TITRE ANTITOXIQUE 
LOTS D ANIMAUX AYANT REGU des mélanges de sérums 
en unités 


A. 5 milligrammes de BCG dans le péritoine 
puis quatre semaines aprés : 


41 cent cube anatoxine seule 

4 cent. cube anatoxine+0 c.c. 5 tuberculine 
(4 endroit) 

1 cent. cube anatoxine et 0c.c. 5 tuberculine 
(2 endroits) 


4 cent. cube anatoxine + 4 cent. cube tuberculine 
(1 endroit) 


4 cent. cube anatoxine + 1 cent. cube tuberculine 
(2 endroits) 


B. Pas dinjeclion préalable de BCG : 


1 cent. cube anatoxine seule 

4 cent. cube anatoxine +0 c.c. 5 tuberculine 
(4 endroit) 

4 cent. cube anatoxine + 1 cent. cube tuberculine 
(4 endroit) 

4 cent. cube anatoxine et 1 cent. cube tuberculine 
(2 endroits) 


A l'examen de ces résultats, il n’apparait pas que l’injection 
préalable de BCG dans le péritoine ait eu quelque influence sur 
la production de l’antitoxine diphtérique déterminée ultérieu- 
rement par l'injection d’anatoxine. En outre, si dans le groupe A 
(cobayes vaccinés préalablement au BCG) Vimmunité anti- 
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toxique est un peu meilleure chez les animaux qui ont recu 
lanatoxine et la tuberculine mélées que chez ceux qui ont 
recu l’anatoxine seule, cela ne parait pas étre la conséquence 
d’une réaction allergique locale due & une sensibilisation préa- 
lable par le BCG aux substances spécifiques de la tuberculine, 
puisque chez les animaux du groupe B, non traités par le BCG, 
limmunité est de méme ordre. Le léger accroissement de pro- 
duction d’antitoxine provoqué par l'association &’anatoxine 
de tuberculine est vraisemblablement da aux matériaux non 
spécifiques de la tuberculine : glycérine, peptone, substances 
diverses, elc., qui agissent ici d’une facon sans doute compa- 
rable au tapioca. 


Dans une quatriéme série d’expériences, nous avons choisi 
pour associer a |’anatoxine le bacille de la fléole chauffé et non 
chauffé. Les expériences ont été réalisées de facon identique 
& celles de la premiére et de la seconde série, mais sur le 
cobaye seulement. La dose de bacilles de la fléole (1) est de 
25 milligrammes par animal et par injection. Les réactions au 
point d’injection ont été trés fortes : gros placard d’cedéme avec 
volumineux abcés s’ouvrant 4 |’extérieur, au bout d’un nombre 
de jours variable. 

Nous avons dosé comme d’ordinaire l’antitoxine des mélanges 
de sérums; voici les valeurs obtenues (voir tableau page 
suivante). 

Quoique Ja valeur antitoxique des sérums des animaux 
traités par le mélange d’anatoxine et de bacilles de la fléole se 
montre supérieure a celie des animaux auxquels les deux anti- 
génes ont été injectés séparés, la différence est cependant moins 
marquée que dans vertaines des expériences précédentes. Cela 
tient sans doute aux réactions locales exagérées qu’ont déter- 
minées les injections de bacilles de la fléole et qui gnt pu 
troubler l’immunisation antitoxique. On remarquera le taux 


(1) Les germes ainsi que la tuberculine et le BCG que nous avons utilisés 
au cours de ces expériences nous ont été aimablement procurés par notre 
collégue et ami Boquet, du laboratoire de M. Calmette. Nous len remer- 
cions cordialement en méme temps que des renseignements qu'il nous a 
fournis. 
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TITRE ANTITUXIQUE 
des mélanges de sérums 
en unilés 
LOTS D'ANIMAUX AYANT RECU 


Aprés Aprés 
1 vaccination | 2 vaccinations 


A, — Cobayes. 


Anatoxine seule 
Anatoxine + B. fléole chauffé (1 endroit). . . 
Anatoxine et B. fléole chauffé (2 endroits) 
Anatoxine + B. fléole vivant (4 endroit). . 
Anatoxine et B fléole vivant (2 endroits) . . . 


relativement élevé de limmunité engendrée par l’anatoxine 
injectée seule, il ne peut étre rapporté qua une aptitude parti- 
culiére des animaux de ce lot, & la production de l’antitoxine. 


Dans une derniére série d’expériences effectuée chez le cobaye 
cest le bacille diphtérique qui, cette fois, a élé ajoutéa l’ana- 
toxine. Deux souches de bacilles ont été utilisées : une souche 
récemment isolée par nous-mémes, souche Weiss, et la souche 
américaine de W. Park et A. Williams. A la dose employée, 
ces deux souches montrent un pouvoir pathogéne relativement 
faible, celui de la souche Weiss est pour ainsi dire nul, celui 
de la souche américaine est plus appréciable. Cette dose est 
représentée par 1 cent. cube de |’émulsion ainsi préparée : 
10 cent. cubes d'eau physiologique sont ajoulés a la récolte 
faite sur un tube de sérum coagulé ensemencé avec la souche 
de bacille diphtérique et. laissé vingt-quatre heures a 
létuve. 

L'injection du mélange anatoxine + bacille diphtérique 
Weiss vivant ne laisse localement aucune trace visible. Celle 
du mélange anatoxine + bacille diphtérique américain vivant 
et celle de l’émulsion bacillaire seule provoquent un assez 
gros wdéme suivi d’une escarre; 2 cobayes sur 12 sont morts 
d'intoxication diphtérique seize jours apres la premiére injec- 
tion. 
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Nous avons consigné ci-dessous les résultats de ces expé- 
riences (1). 


TITRE ANTITOXIOQUE 
des mélanges de sérums 


: en unités 
LOTS D ANIMAUX AYANT RECU 


Aprés Aprés 
1 vaccination | 2 vaccinations 


Anatoxine seule (expérience n° 2) 0,25 
Anatoxine + B. diphtérique Weiss chauffé 
(4 endroit) 0,1 
Anatoxine + B. diphtérique Weiss vivant 


(1 endroil) 0,45 


Anatoxine et B. diphtérique Weiss vivant 
(2 endroits) 0,4 


Anatoxine seule (expérience not)... 0,3 
Anatoxine + B. dipthérique américain chauffé 
(4 endroit) 053 
Anatoxine et B. diphtérique américain chautfté 
(2 endroits) 0,3 
Anatoxine + B. diphtérique américain vivant 
(1 endroit) 0,5 
Anatoxine et B. diphtérique américain vivant 
(2 endroits) 0,8 


Ainsi, les animaux qui ont recu Jes deux antigénes, ana- 
toxine + dacille diphtérique, associés en une seule injection, 
possédent une immunité antitoxique bien plus élevée que ceux 
injectés avec l’anatoxine seule. Remarquons-le, l'un des germes 
diphtériques ne provoque cependant & la dose ulilisée aucune 
réaction locale apparente. La production d’antitoxine anorma- 
lemeat forte — 20 unités —obtenue (aprés la seconde injection) 
en associant a l’analoxine le bacille diphtérique américain est 
a souligner. I] est probable que, dans ce cas, la végélation du 
bacille américain a pu se faire, lors de la deuxiéme injection, 
dans le mélange de liquide d’cedéme et d’anatoxine, d’ou, sans 
doute, une production d’antigeéne toxique engendrant, elle- 
méme, une production supplémentaire d’antitoxine. Nous nous 
proposons d’étudier ultérieurement cette question. 


(1) Ces expériences ont été faites en méme temps que les séries n°s 4 et 2; 
les mémes cobayes recevant l’anatoxine seule ont servi de témoins. 
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Quelles déductions pouvons-nous tirer de l'ensemble des 
résultats obtenus dans ces recherches expérimentales sur les 
« vaccinalions associées » au moyen de l’anatoxine diphtérique 
et d'un antigéne microbien? 

Tout d’abord, une premiére constatation simpose : c’est la 
variabilité de ’immunité anlitoxique chez les différents groupes 
d’animaux injectés avec l’anatoxine seule. Nous avions cepen- 
dant pris la précaution, en ce qui concerne les cobayes en par- 
ticulier, de choisir des animaux de méme poids et de méme 
origine et de doser l’antiloxine dans un mélange de sérums 
provenant de plusieurs animaux d’un méme lot. Malgré cela, 
le titre antitoxique des sérums de cobayes ayant recu, dans des 
conditions aussi comparables que possible et & la méme époque, 
deux injections des mémes doses de la méme anatoxine 
(25 unités) est trés variable suivant les séries d’expériences : 
il varie en effet de 0,5 unité (premiére série d’expériences) ¢ 
2 unilés (deuxiéme série) et & 4 unités (quatriéme série). Aussi, 
en face de cette constatalion, convient-il de ne retenir dans la 
comparaison de l’immunité présentée par les divers groupes 
d’animaux, que des différences tres marquées. 

Compte tenu de ces observations, un fait trés net se dégage 
de l'ensemble de nos expériences, c’est la supériorité, en général 
tres appréciable, de l’immunité antitoxique chez les animaux, 
cobayes ou lapins, qui ont recu le mélange d’anatoxine diphté- 
rique et d’antigéne microbien; chez ces animaux, le taux 
d’antitoxine diphtérique se révéle en effet manifestement plus 
élevé que chez ceux qui, dans la méme série d’expériences, ont 
été vaccinés avec l'anatoxine seule ou qui ont recu l’anatoxine 
et l'antigeéne microbien en deux endroits différents du corps. 
Ces résultats apportent done la confirmation expérimentale des 
faits établis par Chr. Zoeller ef l'un de nous dans les vaccina- 
tions associées chez homme, fails vérifiés par la suite par de 
nombreux opérateurs : L. Martin, Loiseau et Luffaille, Ch. Dop- 
ter; etc: 

La supériorité de limmunité antitoxique chez les animaux 
qui ont été soumis a l'injeclion du mélange d'analoxine et 


~ 
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d’antigéne microbien n’est pas liée a la réaction générale 
qu’entraine ce dernier dans l’organisme. En effet, nos expé- 
riences le montrent clairement, chez les animaux qui recoivent 
en deux endroits séparés du corps \'anatoxine et l'antigéne 
microbien, ou chez ceux qui recvivent l’antigéne microbien 
d’abord (BCG) puis, aprés un certain délai, l’anatoxine, il n’y a 
pas accroissement de l’immunité antitoxique, bien que ta réac- 
tion générale due & l’antigéne microbien existe cependant. 

Cette supériorité de limmunité antiloxique acquise, grace au 
mélange d’analoxine et d’un antigéne microbien, est bien par 
contre en relation, comme l'un de nous I’a indiqué dés le 
début de ses recherches dans ce domaine, avec les phénoménes 
locaux que provoque l'anligéne microbien et qui, concurrem- 
ment avec ceux déterminés par l’antigéne anatoxique injeclé 
au méme endroil, exercent leur influence sur la production de 
Vimmunité antitoxique. 

Il y a 1a de la part de l’antigéne microbien une action indi- 
recte qui nest en aucune facon spécifique, puisqu’elle peut 
étre déclenchée non seulement par les anligeénes microbiens 
Jes plus divers, en rapport ou sans rapport de spécificilé avec 
-Panatoxine (bacille diphtérique, BCG, bacille typhique, etc.), 
mais encore par des substances non antigénes (substances 
diverses de la tuberculine par exemple) dont le réle ici est & 
rapprocher de celui du tapioca, du chlorure de calcium et de 
nombreuses autres substances ayant un effet analogue. Cetle 
aclion des antigénes microbiens ne semble pas toujours 
proportionnelle a l’intensité des désordres : cedéme, abcés, 
escarre, etc., quils peuvent produire localement. En effet, 
nous l’avons constaté, le mélange d’anatoxine et de BCG, par 
exemple, qui détermine une réaction locale plutdt faible, 
entraine un accroissement du taux antitoxique plus important 
que le mélange d’anatoxine et de bacille de la fléole qui, a la 
dose employée, provoque pourtant une trés forte réaction locale. 

Faisons remarquer ici que l’'augmentalion de l‘immunité 
antitoxique se montre, en général, plus considérable lorsque les 
germes assoviés a l'anatoxine sont vivants que lorsque les 
germes de méme espéce sont tués. 

De quelle nature sont les phénoménes locaux causés par 
l'antigene microbien, et qui agissent en liaison avec ceux pro- 
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voqués au méme endroit par l'anatoxine, pour amener l’orga- 
nisme A une meilleure production d’antitoxine? Effectuant 
d’abord des prélévements au point d’injection des antigénes 
associés ou séparés, & des moments variables, depuis quelques 
heures jusqu’a quarante-huit heures et davantage aprés les 
injections, nous avons ensuite pratiqué des examens cytolo- 
giques variés. Nous avons décelé ainsi une polynucléose locale 
plus ou moins importante suivant les cas, mais nous n’avons 
pu toutefois constater de relation directe entre importance de 
la polynucléose et le degré d'immunité. Cette polynucléose est 
néanmoins l'indice de l’activité cellulaire qui s’ajoute aux mani- 
festations humorales dont l’endroit d’injection est également 
le siége. Dans des investigations en cours, nous éludions ce 
point particulier. 

Quoi qu'il en soit, la supériorité de limmunité antitoxique 
qui résulte de l’injection du mélange d’anatoxine et d’un anti- 
géne microbien (vaccins associés) nous apparait sous la dépen- 
dance étroite des phénoménes locaux cellulaires et humoraux que 
provoque le mélange des antigénes au point dinjection et qua 
sont exagérés précisément du fait de la présence, dans ce 
mélange, de lantigéene microbien. 


SUR LES VARIATIONS 
DES CARACTERES DE CULTURE DES BACILLES 
ISSUS DES ELEMENTS FILTRABLES 
DU VIRUS TUBERCULEUX 


par J. VALTIS et F. Van DEINSE. 


(Institut Pasteur, Laboratoires de recherches sur la tuberculose.) 


Dans plusieurs travaux antérieurement publiés, pour la plu- 
part en collaboration avec L. Négre, nous avons montré qu’en 
réinoculant en passages successifs de cohaye a cobaye les 
organes d’un premier cobaye auquel on a injecté, sous la peau 
ou dans le péritoine, des filtrats de cultures ou d’organes 
tuberculeux broyés, on observe parfois, mais non constam- 
ment, la formation de Jésions, d’abord d’un type particulier 
(connu sous la dénomination de type Calmette-Valtis), dans 
lequel les tubercules sont absents, puis du type classique de 
Villemin avec lésions tuberculeuses plus ou moins généra- 
lisées. 

Nous avons montré en outre que, si les cobayes ainsi ino- 
culés avec des filtrats qui ne contiennent aucun germe visible 
ni cultivable sont ensuite traités par des injections plusieurs 
fois répétées d'un extrait acétonique de bacilles de Koch, 
Vévolution des éléments filtrables en bacilles acido-résistants 
est considérablement facilitée, et quil n’est alors plus néces- 
saire de multiplier les passages d’animal & animal pour les 
obtenir. 

Les expériences que nous poursuivons depuis plus de deux 
ans sur ce sujet, et dont nous faisons dans ce mémoire un 
bref exposé, apportent une contribution 8 cette étude. 

Voici d’abord, a titre d’exemple, comment nous avons pu 
isoler l’une de nos souches en partant d’animaux sains, ino- 
culés avec les seuls filtrats. 
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I. — Jsovement DE LA soucHE D-23. 


La rate et le foie d'un cobaye tuberculisé par inoculation sous-cutanée de 
Ja cullure de tuberculose bovine Vallée de notre laberatoire sont finement 
broyés au mortier avec une quantité suffisante d’eau physiologique pour 
permettre la filtration a travers une bougie Chamberland [2 rigoureusement 
controlée. L’albumine du filtrat est précipitée par quelques gouttes d’une 
solution d’acide sulfosalicylique a 20 p. 100. On centrifuge pendant trente 
minutes A 3.000 tours. Le culot de centrifugation est partagé entre trois 
cobayes qu’on inocule par voie intrapéritonéale. Deux de ces animaux en 
recoivent la simple suspension dans l’eau physiologigue; le troisieéme en 
recoit la suspension dans 1 cent. cube de l’extrait acétonique dont nous 
avons indiqué, avec L. Négre, le mode de préparation. 

Le liquide surnageant (18 cent. cubes) est partagé entre deux autres 
cobayes et inoculé également par voie péritonéale. 

L'un des cobayes inoculés avec le culot + eau physiologique est sacrifié 
aprés trois jours. On ne trouve aucun bacille dans les frottis des ganglions 
épiploiques et mésentériques. 

L’un des cobayes inoculés avec le liquide surnageant est sacrifié aprés le 
méme délai de trois jours. Dans l’épiploon, on trouve un petit foyer nécro- 
tique qui contient de nombreux hacilles acido-résistants isolés ou en amas. 
Les ensemencements effectués avec les ganglions mésentériques broyés de 
ce cobaye restent négatifs. 

Deux autres cobayes, inoculés l'un avec le culot + eau physiologique, 
l'autre avec le liquide surnageant, meurent respectivement aprés cinquante et 
quatre-vingt-six jours de pseudo-tuberculose. On ne trouve aucune lésion 
tuberculeuse et aucun bacille acido-résistant dans leurs organes. 

Le troisiéme cobaye, qui avait recu dans le péritoine le culot de centrifu- 
gation émulsionné dans de l’extrait acétonique de bacilles tuberculeux, est 
traité dans la suite par une série de seize injections bi-hebdomadaires de 
4 cent. cube d’extrait acélonique pur, alternativement sous la peau de la 
cuisse droite et de la cuisse gauche. On le sacrifie soixante-neuf jours aprés 
Vinoculation. On lui trouve des abcés froids inguinaux 4 droite et a gauche. 
Le pus de ces abcés fourmille de bacilles acido-résistants isolés ou en amas, 
la plupart phagocytés. Les ganglions sous-lombaires sont tuméfiés, non 
caséeux. Aucune lésion tuberculeuse par ailleurs. Le pus est ensemencé sur 
milieu a lceuf-asparagine de Loewenstein. Huit jours plus tard, aucune 
colonie n’est encore visible, mais en raclant la surface de l’un des tubes on 
trouve dinnombrables bacilles — mélange d’acido- et de non acido-résis- 
tants — extrémement fins et courts. Les jours suivants, aucune colonie ne 
devient apparente, mais, sur le produit de raclage des tubes, les bacilles 
deviennent de plus en plus nombreux et, pour la plupart, acido-résistants. 
Enfin, aprés vingt jours, les microcolonies deviennent visibles. Elles sont 
trés nombreuses, minuscules, rondes, incolores et transparentes. Peu a peu 
dans la suite, elles s'agglomérent et prennent un aspect crémeux. Elles ee 
alors constituées exclusivement par des bacilles acido-résistants courts, fins 
rangés en palissades. Ces bacilles prennent aussi le Gram et ils resaemMisitt 
morphologiquement beaucoup au Corynebacterium. 

Ce sont les subcultures de cette souche que nous avons dénommées 
souche D-23. 
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(I. — Caractéres DE CULTURE DE LA soucuE D-23. 


La premiére culture obtenue comme il a élé dit ci-dessus 
s'est bien développée ensuite dans les réensemencements suc- 
cessifs sur milieu & l’ceuf et sur pomme de terre glycérinée. Son 
aspect est celui des variantes S des bacilles des mammiferes : 
humide et crémeux, troudblant le bouillon glycériné. Les élé- 
ments jeunes qui la constituent sont granuleux ou bacillaires, 
non acido-résistants ou acido-résistants, extrémement gréles. 
Le voile mince qui se forme sur le bouillon, lransporté a la 
surface d’un ballon de bouillon glycériné, se développe d’abord 
en produisant un trouble homogéne, et ces cultures homo- 
genes, dgées de six semaines, fillrées sur bougie Chamberland 
L2, donnent une tuberculine trés active pour les animaux 
tuberculeux, mais qui ne dégage pas l’odeur caractéristique de 
ce produit. Sur le milieu synthétique de Sauton, le voile est 
extrémement mince et le milieu se trouble, en méme temps 
qi il s’acidifie rapidement. 


Ili. — Errets DES INOCULATIONS DE LA soucHE D-23. 


L’émulsion de cette premiére culture, raclée et inoculée a des cobayes 
tuberculisés, produit un phénomeéne de Koch typique. Nous l’avons inoculée 
en méme temps a deux cobayes, une poule et deux lapins. 

Les cobayes sont morts, aprés quarante jours, de maladies intercurrentes 
avec, pour toutes lésions, un abcés inguinal et un ganglion correspondant, 
partiellement caséeux, contenant des bacilles. 

La poule est morte le vingl-troisieme jour, avec des lésions typiques de 
tuberculose aviaire. 

Des deux lapins, l'un a succombé le neuviéme jour 4 une congestion pul- 
monaire. Les frottis de sa rate montraient dinnombrables bacilles acido- 
résislants. L’autre est mort le dix-septiéme jour, d’une seplicémie type Yersin. 

Avec les organes de ce dernier lapin (n° 66), et avec ceux de l'un des 
cobayes (n° 64), nous avons fait une série de passages d’animal a animal. 

Les organes du lapin, broyés et trailés par l’acide sulfurique a 15 p. 100, 
ont été inoculés a un premier lapin neuf qui est mort le vingt et uniéme jour 
avec une grosse rate et un fin granilé sur le foie. Les organes de celui-ci 
ont été réinoculés A deux lapins et A deux cobayes. 

Des deux lapins, lun est mort le trente-septi¢me jour, cachectique, avec 
les poumons el le foie parsemés de nombreuses granulations grises et, sur 
la rate, de multiples nodules caséeux remplis de bacilles. L’aulre a suc- 
combé le soixante-cinqui¢me jour. Ses poumons, rate et foie, élaient farcis 
de granulations grises et de petils foyers caséeux. Il y avait une granulation 
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sur le rein droit. Tous les organes contenaient des bacilles acido-résistants. 

De ces deux lapins nous avons pu obtenir des cultures; elles étaient lisses 
et humides comme Ia culture d’origine. 

Au cours des passages successifs par Jes lapins, l’aspect des lésions s'est 
modifié. Les animaux ne mouraient plus de septicémie type Yersin. Ils sur- 
vivaient plus longtemps et des tubercules macroscopiquement visibles se 
formaient dans leurs organes. 

Des deux cobayes inoculés avec le produit de broyage des organes du 
lapin n° 66, l'un est mort prématurément. L’autre fut sacrifié apres treize 
mois: il ne présentait aucune lésion tuberculeuse. 

La méme souche D 23, inoculée a d'autres cobayes, sest généralement 
montrée inoffensive pour ces animaux. Cependant l'un d’eux, inoculé sous la 
peau avec 1 milligramme de la culture provenant du lapin n° 66, a présenté 
deux mois plus tard un paquet de gros ganglions voisins du point d’inocula- 
tion. Ces ganglions, enlevés par biopsie, contenaient beaucoup de bacilles. 
Leur produit de broyage a été injecté a deux cobayes neufs. L’un est mort 
le dix-sepliéme jour, d infection intercurrente, avec des ganglions lympha- 
tiques légerement tuméfiés, contenant de rares bacilles. L’autre a succombé 
le cent cinquante-deuxiéme jour 4 une tuberculose généralisée. Or, le cobaye 
sur lequel on avait pratiqué la biopsie a continué a se bien porter. Sacrifié 
aprés deux cent trente-deux jours, il ne présentait aucune lésion tubercu- 
leuse visible. 


L’idée qui vient immédialement a l’esprit, quand on rétléchit 
a Vinterprétation de ces faits, est que la culture initiale, la 
souche D-23, qui fut le point de départ de toutes ces inocula- 
tions et réinoculations successives, avait les caractéres domi- 
nants de la variante de dissociation S; que, par les passages 
par le lapin, ces caractéres ne se sont pas modifiés, mais que 
les passages par le cobaye ont réussi & la rendre virulente pour 
cet animal. Et en méme temps qu'elle devenait tuberculigéne 
pour le cobaye, l’aspect de la culture que |’on en obtenait s’est 
modifié, si bien que l’un de nos cobayes de passage a fini par 
nous donner, par ensemencement du ganglion sous-lombaire 
qui conlenait des bacilles (et aprés traitement par l’acide sul- 
furique), une culture séche et rugueuse, ayant touta fait Paspect, 
etaussi, comme nousallonsle voir, la virulence des variantes R 
des bacilles des mammiferes. 


1V. — VaRlATIONS DE VIRULENCE DE LA soucHe D-23. 


Sur les milieux solides, cette souche R, isoléede lasouche D-23, 
se montre apparemment identique aux variantes R des cultures 
de bacilles des mammiféres. Sur les milieux liquides elle 
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fournit un voile épais, ridé, sans aucun trouble homogéne, et 
le pH vire vers l'alcalinité. 

Nous l’avons inoculée & 3 lapins par-voie intraveineuse, aux 
doses de 1/100, 1/10 de milligramme et 1 milligramme; a 
{ cog & 1/100 de milligramme et a 5 cobayes par voie sous- 
culanée (2 avec 1/100 de milligramme; 2 avec 1/10 et 4 avec 
1 milligramme). 


Deux des lapins sont morts respectivement aprés dix-huit et vingt-quatre 
jours; le troisiéme, qui avait recu 1/100 de milligramme, a été sacrifié le 
quatre-vingt-cinquiéme jour. Tous présentaient les mémes lésions : poumons 
_ congestionnés avec une multitude de petites granulations grises; rate 
tuméfiée et farcie des mémes granulations. Peu de bacilles sur les frottis. 
L’ensemencement des organes, aprés traitement par l’acide sulfurique, a 
fourni des cultures dissociées R et S. 

Les organes du lapin mort au vingt-quatrieme jour, inoculés a quatre 
cobayes, ont donné a ces animaux une tuberculose généralisée typique, a 
laquelle ils ont succombé respectivement aprés trente-neuf, cinquante-huit, 
cinquante-neuf el soixante-dix jours. 


Du cobaye mort le cinquante-huititme jour, nous avons isolé une culture 
ne contenant apparemment que des colonies de la variante S. 


Voila done que notre culture, qui présentait les caractéres 
apparents de la variante R, issue de la souche D-23, se révéle 
aussi virulente pour le cobaye que les cultures normales de 
bacilles des mammiféres. Cette pseudo-variante R, au cours de 
dix réensemencements ultérieurs sur pomme de terre glycé- 
rinée, n’a cependant pas changé d’aspéct. Inoculée alors de 
nouveau & 6 cobayes, 2 lapins et 2 poules, elle s'est montrée 
virulente et tuberculigéne pour tous ces animaux. De l’une de 
ces poules, morle cachectique vingt-huit jours aprés qu'elle en 
avait recu 0 milligr. 1 dans la veine de l’aile, nous avons i-olé 
une culture composée exclusivement de colonies de type R. Or 
cette culture, inoculée a trois cobayes, a donné a ces animaux 
une tuberculose généralisée classique, et l-urs organes ense- 
mencés nous ont fourni des cultures dissociées des deux 
variantes Ret S. 

La seule interprétation possible de tous ces faits en apparence 
paradoxaux est que la pseudo-variante R de notre souche D-23 
contenait, en proportions trés inégales, des éléments de la 
variante S avec un beaucoup plus grand nombre d’élé- 
ments R. 
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Nous allons voir que l'étude d’une autre souche (n° 225) 
isolée également par nous d’un cobaye infecté par voie sous- 
cutanée avec 10 cent. cubes de filtrat de voiles jeunes de cul- 
ture de bacilles bovins Vallée, et traité pendant un temps beau- 
coup plus long que le précédent, — cent vingt-six jours, soit 
quatre mois au lieu de dix semaines, — par injections bihebdo- 
madaires d’extrait acétonique, nous conduira aux mémes con- 
clusions. 


V. — CARACTERES ET EFFETS BIOLOGIQUES DE LA SOUCHE 225. 


Cette souche ne trouble pas les milieux liquides. Elle forme 
un voile sec et trés plissé. Elle présente l’aspect de la variante fh. 


Une culture sur pomme de terre glycérinée Agée de douze jours a élé 
inoculée a la dose de 1 milligramme par voie sous-cutanée 4 deux cobayes ; 
a celle de 2 milligrammes par voie intraveineuse & deux lapins et a deux 
poules. 

Les deux cobayes ont fait une tuberculose généralisée mortelle en qua- 
rante-cing et soixante jours. Les organes du second ont fourni une culture 
de méme caractére apparent que la souche 225: aspect de la variante R. 

Les deux poules, sacrifiées l'une trois mois et demi, l'autre quatorze mois 
aprés l’inoculation, étaient. indemnes de toute lésion tuberculeuse. 

Les deux lapins ont succombé aprés dix-sept et trente-huit jours. Le pre- 
mier avait une infection pulmonaire a pneumocoques, mais tous ses organes, 
y compris la moelle osseuse, contenaient des bacilles, sans lésions tubercu- 
leuses visibles. Le second a fait de la cachexie. Ses poumons étaient farcis 
de petits nodules caséeux ; sa rate un peu tuméfiée, couverte d’un semis de 
granulations grises. Trés nombreux bacilles sur les frottis. 

La rate de ce second lapin fut broyée et inoculée 4 deux autres lapins et a 
deux cobayes, en méme temps qu’onl’ensemengait sur milieu de Lcewenstein. 
L’un des lapins est mort aprés deux mois; granulie intense des deux pou- 
mons; quelques taches grises sur la rate non hypertrophiée et sur le rein 
droit. Rares bacilles sur les frottis de ces organes. L’autre lapin, sacrifié 
deux mois et demi aprés linoculation, avait sur les poumons une douzaine 
de grosses granulations grises saillantes, une légére tuméfaction de la rate, 
un abcés volumineux a ]’aine gauche, plein de pus liquide de couleur chocolat 
et riche en bacilles acido-résistants. Pas d'autres lésions. 

Les deux cohayes sont morts d’infections intercurrentes trente-trois et 
trente-sept jours aprés l'inoculation, mais ils présentaient déja des lésions de 
tuberculose généralisée typique. 


Par conséquent cette souche 225, au cours de ses passages 
par le cobaye, a conservé les caractéres de virulence du type 
mammifére. Elle ne s'est pas révélée virulente pour les poules, 
contrairement & ce qui s’est produit pour la D-23; mais, dans 
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lorganisme des lapins, elle s’est comportée comme une culture 
mixte Ret S; et, en effet, les cultures qui ont été obtenues par 
l'ensemencement de la rate de ces lapins ont fourni des colonies 
dissociées, les unes lisses (S), les autres rugueuses (R), celles-ci 
infiniment plus nombreuses que les S. 

Ces colonies lisses (S), ainsi isolées de ces lapins, ont été 
cultivées séparément et inoculées & deux autres lapins neufs, a 
deux cobayes et & deux poules. Les deux lapins sont morts 
vingt et vingt-deux jours aprés l’inoculation, de septicémie 
bacillaire sans tubercules. De leurs organes; on n’a pu isoler 
que des colonies de Ja variante S. 

Les deux poules sont morles aprés trente et trente et un jours, 
avec des lésions de tuberculose aviaire typique. Leurs organes 
n'ont également fourni que des colonies de la variante S. 

L’un des deux cobayes, mort aprés dix-sept jours de maladie 
intercurrente, ne présentait qu’un petit abcés local au point 
d’inoculation. Le pus de cet abcésa donné une culture lisse (S). 
L’autre fut sacrifié aprés sept mois. Il était indemne de toute 
lésion tuberculeuse et on n’a pu isoler aucun bacille de ses 
organes. 

Voila donc encore que notre souche 225 s’est révélée, elle 
aussi, comme la D-23, un mélange des deux variantes R et S, 
avec prédominance de R a lorigine, puis de S aprés passages 
par le lapin. 


DiscussION ET CON CLUSIONS . 


Les faits expérimentaux que nous venons d'exposer démon- 
trent que, lorsqu’aprés l’inoculation de filtrats d’organes de 
cobaye tuberculeux, ou aprés |’inoculation de fillrats d’une 
cullure jeune de tuberculose bovine Vallée & un cobaye sain, on 
cherche & isoler de cet animal les éléments bacillaires issus des 
filtrats, on se trouve constamment en présence de souches qui 
n’ont plus les caractéristiques de la souche bovine originelle, 
mais bien celles d’un mélange, en proportions fort inégales, 
des variantes lisses S et rugueuses R qui sont séparables, soit 
par dissociation sur les milieux de culture solides appropriés, 
soit par passages & travers les organismes animaux qui se 
montrent plus sensibles & l’une qu’a l'autre de ces variantes. 

C’est ainsi que, par l’inoculation directe du filtrat de T. bovine 
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au cobaye traité par l’extrait acétonique de bacilles de Koch, 
on obtient d’emblée des bacilles qui ont l’aspect de la variante S 
et qui poursuivent leur évolution jusqu’a la variante f, laquelle 
parait seule responsable des lésions de tuberculose généralisée 
type Villemin. 

Silon fait ultérieurement des passages de cette méme souche, 
& variante R prédominante, de cobaye a cobaye, méme avec 
intercalation d’un passage par le lapin (comme nous l’avons 
fait avec notre souche 225), elle prend de plus en plus les carac- 
téres de culture et de virulence du bacille des mammiféres dont 
le filtrat initial est issu. Elle devient essentiellement twberculo- 
gene. 

Par contre, si la méme souche initiale, issue des organes de 
cobayes inoculés avec le filtrat de T. bovine Vallée et traités 
par lextrait acétonique, est inoculée directement 4 des lapins ou 
a des poules, c’est la variante S qui devient bientot prédomi- 
nante chez ces animaux, et cette variante S se montre éga- 
lement virulente pour le lapin et pour la poule. Elle pourrait, 
de prime abord, étre confondue avec la 7’. aviaire. Elle en a 
les caractéres biologiques apparents; elle donne des colonies 
humides, crémeuses; elle pousse en profondeur en méme 
temps qu’en surface dans les milieux liquides. Cependant elle 
se révéle avirulente, méme a doses fortes, pour le rat et la 
souris, et elle acidifie le milieu synthétique de Sauton, ce 
que ne font normalement pas les souches aviaires isolées des 
volailles. 

Cette variante S, qui tend également & devenir d’emblée 
prédominante chez le lapin, produit chez cet animal, suivantla 
dose inoculée, une forme d’infection septicémique suraigué ou 
aigué, type Yersin, comme les souches aviaires; plus rarement 
des nodules tuberculeux caséeux. Kt si on l’isole de nouveau 
aprés plusieurs passages par le lapin, on s’apercoit qu'elle a 
pris encore davantage les caractéres de la T. aviaire. Elle cesse 
méme tout & fait d’étre virulente pour le cobaye; ou bien elle 
ne provoque chez cet animal qu’un abcés ou un engorgement 
ganglionnaire local. 

Par conséquent, — et ce sera la conclusion de ces recherches, 
—les éléments fillrables issus de la culture de T.:bovine Vallée 
exclusivement ulilisée dans ces expériences, lorsqu'ils ont été 
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inoculés au cobaye qu’on traite ensuite par des injections répé- 
tées d’extrait acétonique, donnent naissance, chez le cobaye, 
d’abord a des bacilles ayant les caractéres de la variante S, qui, 
en se cultivant dans l’organisme de cet animal, prennent, par 
l'effet d’une dissociation spontanée, les caractéres biologiques 
de la variante R et la virulence du type bovin. Cela, nous 
V’avons constaté maintes fois et signalé déja dans diverses notes 
avec L. Négre. A. Saenz a également relaté des faits qui sont 
a rapprocher de ceux qui précédent (1). 

Ces mémes bacilles, provenant des organes du cobaye traité 
- par lextrait acétonique, cultivés et inoculés au lapin et & la 
poule, multipliés dans l’organisme de ces deux espéces ani- 
males, prennent également, par l’effet d’une dissociation spon- 
tanée, les caractéres biologiques de la variante S et la virulence 
du type aviaire. 

Il semble donc qu’en partant des éléments filtrables d’une 
souche bovine on puisse obtenir, suivant l’espéce animale dans 
laquelle ces éléments filtrables vont évoluer vers la forme bacil- 
laire, tantot des bacilles du type mammifeére, 4 variante R pré- 
dominante, tantdt des bacilles de type aviaire, & variante S 
prédominante. 

Si ces faits se confirment et se précisent, on sera sans doute 
conduit, — et c’est la pensée de notre Maitre le professeur 
Calmette, — a admettre que les éléments filtrables représentent 
le vrai virus tuberculeux, et que celut-ci est le méme pour toutes 
Jes espéces danimaux a sang chaud sensibles a la maladie 
tuberculeuse. 

Les résultats de nos expériences suggérent que la distinction 
en trois types rigoureusement séparés, que nous sommes 
habitués & faire pour le virus tuberculeux, peut étre, sinon une 
erreur, du moins une exagération, et quil s’agit en réalité 
d’une adaptation & différentes espéces animales d’un seul et 
méme virus, dont les caractéres auraient été fixés & des stades 
d’évolution différents. 


(1) Soc. de Biologie, 113, 22 juillet 1933, p. 1503 


THE RELATION OF THE SEDIMENTATION REACTION 
BACILLEMIA AND THE MONOCYTE-LYMPHOCYTE 
RATIO IN THE TUBERCULOUS GUINEA-PIG 


By Konrap E. BIRKHAUG. 


(Institut Pasteur, Laboratoires de recherches de la tubercu/ose.) 


Early Greek medicine observed an intimate association bet- 
ween disease and the rapidity with which the blood resolved 
itself into serum (cholera), plasma (phlegma), crimson blood 
(sanguinis) and dark blood (melancholia). Hippocrates was 
strongly of the opinion that dominance of any of the blood 
constitueats was a danger not only to the body, but also 
to the psyche. Ingeniously he made the dominant blood ele- 
ment the basis for the internal constitution and’ the end 
result was either a choleric, phlegmatic, sanguine or melan- 
cholic temperament. The interesting feature of this early 
Greek period in medicine is the belief that too much phlegma 
constitutes a real pathogenic factor, or, translated into modern 
language, that an increased sedimentation velocity reflects a 
state of disease. 

In 1918 the ancient Greek notion was strikingly demonstrated 
by Fahraeus (1) to be intimately related with health and 
disease. Fahraeus observed that blood drawn from normal 
and healthy persons coagulated without an apparent separation 
of plasma and red blood cells, while blood similarly drawn 
from diseased individuals rapidly formed, on lop of the mass 
of coagulated blood, a whitish gelatinous layer, which Hippo- 
crates had called ‘‘ crusta phlogistica. ” 

Subsequently, the increased sedimentation velocity of red 
blood cells has been clearly demonstrated by Starlinger (2) 


’ 


(1) Fauragus /R.). Biochem. Ztschr., 89, 1918, 355. 
(2) SrarLInceR. Biochem. Ztschr., 444, 1924, 129. 
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Gram (1), Fahraeus (2), Westergren (3) and others, to be due 
to an increase in fibrinogen or the globulins of the blood.” More 
recently, Rourke and Plass (4) and Rourke and Ernstene (3) 
have pointed out the important role played in an increased 
sedimentation rate by anemia, hydremia, erythrocytosis and 
color index, while Bendien and Snapper (6) have observed that 
changes in the plasma proteins play the greatest role in an 
increased sedimentalion reaction. 

It was reserved for Weslergren (7) in 1921 to point out the 
diagnostic significance of an increased sedimentation reaction 
in tuberculosis. He noted with care how this test reflected 
the state of equilibrium of the blood in relation to the acti- 
vity of the tuberculous process. His comprehensive study com- 
prised some 5,000 sedimentation reactions in tuberculous 
patients. Westergren made use of the so-called ‘ capillary 
tube method » in which the citraded blood is aspirated into a 
capillary tube of standard length and lumen. His results 
were expresed as the length of the plasma column which formed 
on top of the red blood cells afterstanding for one hour. The 
amounts he employed consisted of 0.2 cc. of a 3.8 per cent. 
sodium citrate solution and 1 cc. of the patient’s blood. One 
cc. of this mixture was placed in a capillary tube of 200 mm. 
length and with a capacity of 1 cc. 

During the past 10 years a great number of sedimentation 
techniques have been advanced. The most popular among 
these are the following by Cutler (8), Linzenmeier (9) and 
Westergren (10). 

The Cutler and Westergren methods depend on observing 
the velocity of sedimentation at stated periods of lime. The 
Linzenmeier method differs from these in that it records the 


(1) Gram. Arch. Int. Med., 28,1921, 312. 

(2) Faunagus (R.). Physiol. Rev., 9, 1929, 241; Acta Med. Scand., 55, 1921, 1-228. 

(3) Wesrereren (A.). Zéschr. f. d. ges. exp. Med., 75, 1931, 668. 

(4) Rourke and Puass. J. Clin. Investigation, 7, 1929, 365. 

(5) Rourke and Ernsrens. Ibid., 8, 1930, 545. 

(6) Benoren and Snapper. Biochem. Zischr., 235, 1931, 14. 

(1) WesterGren (A.). Acta med. Scand., 54, 1921, 247; Brit. Tubercle, 45, 
4924, 72. 

(8) Curcer (J.). Am. Rev. Tubere., 19, 1929, 544; Am. J. Med. Sc., 183, 
1932, 643. 

(9) Linazenmeter (G.). Miinch. med. Wehnschr., 120, 1923, 1243. 

(10) WesterGreN (A.). Am. Rev. Tuberc., 14, 1926, 94. 
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time taken for the red blood cells to reach a certain level in 
the calibrated tube. These three methods have been extensi- 
vely employed and repeatedly checked against each other. 

The results obtained by any one of these methods have been 
found to be perfectly comparable. 


Tue Micro-SepimentaTion MetuHop or LANDAU. 


The inconvenience of repeated and large bleedings of smaller 
laboratory animals for the performance of the sedimentation 
reaction is quite apparent. Another serious handicap is the 
loss of lives by cardiac puncture, especially felt in the 
protracted study of experimental tuberculosis. The micro-sedi- 
mentation method improvised from the Linzenmeier micro- 
method by Landau (1) in his study of children vaccinated 
with BCG, lends itself admirably to the study of the sedimen- 
tation reaction in the guinea-pig and obviates all the draw- 
backs of the macro-methods as applied to smalleranimals. In 
a comparative study of macro-and micro-methods, Landau 
concluded from 6,000 tests performed on 800 children that his 
micro-method gave results altogether comparable with those 
obtained by Westergren’s macro-method. 

The Landau micro-sedimentation apparatus is quile simple 
to operate, easy to sterilize, is inexpensive and procurable in 
portable form from Ferma Rudolph Grave, Malmskillnad- 
sgatan 48, Stockholm. [tis dispensed in a small leather case, 
fully equipped for the sedimentation test. The case contains 
a metal support (Illustration 1) to accommodate either 6 or 
12 capillary tubes, a puncture stilet, a precision aspirator, a 
measuring rod, and two tubes for sodium citrate solution and 
ether respectively. The capillary tube is 12 cm. in length 
and has a lumen 1 mm. in diameter. Two circular bands are 
etched on the tube, a lower, siluated 12.5 mm. and an upper, 
situated 62.5 mm. from the tip ofthe tube. The lower 12.5 mm. 
portion is reserved for the 5 per cent. sodium citrate solution 
and the remaining 50 mm. to the upper band for the blood. 
The upper portion of the capillary tube is supplied with an 


Lanpav (A.). Acta Paediatrica, 12, 1932, 100. 
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ampule for proper mixing of the cilrate and blood. (Illus- 
tration 2.) ‘The precision aspirator is ingeniously constructed 
to obviate the difficulty of aspirating by mouth very small 
quantities of blood and consists of a metal syringe supplied 
with a suction screw. The capillary tube fits tightly into the 


ILLusrRrAtion 1. — The micro-sedimentation apparatus of Landau. Six samples 
of blood showing the following readings (from left to right) 2 mm., 6 mm., 
44 mm., 6 mm., 14 mm. and 11 mm. 


rubber-coated lumen and by turning the suction screw to and 
fro, the blood is either aspirated into or ejected from the capil- 
lary tube. The metal support for the capillary tubes contains 
rubber-lined sockets on its upper and lower platforms to assure 
air-tightness when the capillary tubes are placed in position. 


cS 
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A convenient spring is contained within the sockets on the lower 


ILLustTRATION 2. — Precision- 
Aspirator with capillary tube 
inserted and 12.5 mm. of 
5 p. 100 sodium citrate and 
50 mm. of blood drawn. 
Mark (a) 12.5 mm. and mark (b) 
62.5 mm. from tip of tube. 


platform which yields about 5 mm. 
when the capillary tube is inserted. 
The tube for ether is included for 
cleaning the skin. 


Trecunigce or Tue Micro-SepimEntA- 
tion Reaction 1N Tue Gurnea-Pic. 


For clear visibility of ear blood 
vessels white guinea-pigs are pre- 
ferable in sedimentation reaction 
studies. A wooden box, measuring 
25X18 642 emignd) having a 
sliding top supplied with a 5 cm. 
radius semi-circular perforation at 
one end, is almost indispensible. 
With the head projecting from the 
box (Illustration 3), the guinea-pig 
remains comfortable and almost 
immobileduring the bleeding. The 
larger portion of hair covering the 
ear is plucked and the skin wiped 
clean with a piece of cotton moistened 
in 95 per cent. alcohol. While the 
skin is drying place the capillary 
tube in the precision aspirator 
socket and draw up 12.5 mm. of 
the 5 per cent. sodium citrate solu- 
tion, unlil the meniscus stands at 
the lower circular band. Puncture 
one of the smaller ear vessels with 
the stilet until the blood flows freely. 
Avoid at all times undue pressure on 
the ear in order to make the blood 
flow. Wipe away the first drop of 
blood with a piece of dry cotton 
Invariably, a quick and firm rub will 
re-start the blood flow. Place the 
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tip of the capillary tube directly over the punctured vessel 
and slowly aspirate the blood until the meniscus of blood plus 


Wy : 
Ye J 


Ittustration 3. — Technique of obtaining blood for the sedimentation reac- 
tion. Guinea-pig left ear is depilated, cleaned with alcohol and ear vessel 
cut. Ear is held by operator's left hand, screw of precision-aspirator is 
turned between index finger and thumb of the right hand until column of 
citrate and blood stands at mark (b). 
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citrate solution stands at the 62.5 mm. upper band. Lift the 
capillary tube away from the ear and aspirate the blood slowly 
into the ampule, taking care to leave the lower part of the blood 
column stil! in contact with the narrow lumen. This obviates 
the formation of air-bubbles. Wipe the tip of the capillary 
tube with cotton in order to avoid plugging of the opening by 
coagulated blood. By turning the suction screw to and fro 
allow the blood to flow up and down the lumen of the capillary 
tube about 10 times to insure proper admixture of citrate and 
blood. Before removing the capillary tube from the precision 
aspirator, I have found it a most useful trick to suck 
into the capillary tube some 10-15 mm. of the citrate 
solution, taking care that a colum of air intervenes bet- 
ween the blood and the citrate. Allow the citrate to flow 
up and down the lumen of the tube a few times. This 
will liberate particles of coagulated or adherent blood from 
the sides of tube and in this manner remove a cumber- 
some handicap to proper sedimentation. Eject the citrate 
solulivn into a piece of dry cotton and allow the lower end of 
the column of blood to stand near the 12.5 mm. band. Place 
the index finger firmly against the tip of the capillary tube and 
release the tube from the precision aspirator socket. Insert 
the ampule portion of the capillary tube in its proper socket in 
the lower platform of the metal support, which will recede a 
few mm., and quickly insert the tip of the tube into the parallel 
socket in the upper platform. It is immaterial whether or 
not the column of blood stands exactly opposite the 12.5 and 
62.5 mm. bands, since the essential portion is the column of 
plasma which forms on top of the column of red blood 
cells in 1 hour. The exact hour is written down when 
the tube is inserted in the metal support and the support 
is placed in vertical position and left at room temperature. 
When the exact hour is up, the measuring rod is placed 
against the side of the capillary tube and the distance is noted 
in millimeters from the upper level of the column of red blood 


cells to the upper portion of the meniscus of supernatant 
plasma. 


SEDIMENTATION REACTION BLOOD BEING USED FOR BLOOD COUNTS OR 
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BLOOD cuLTURE. — With due allowance for the fact that the blood 
is already diluted 1 to 4, the sedimentation reaction blood can 
be further employed for the estimation of erythrocytes and 
leukocytes as well as for blood culture. The latter is best 
accomplished as follows : Place the blood from the sedimenta- 
tion reaction in a sterile centrifuge tube, add 5 cc. of a 10 per 
cent. solution of sulphuric acid and mix thoroughly with a 
capillary pipette. Allow to stand for 15 minutes and centri- 
fuge at high speed for 10 minutes. Under aseptic precautions 
discharge the surpernatant fluid and place 10 cc. of sterile 
distilled water on top of the residue. Mix well wit: a capil- 
lary pipete and centrifuge at high sped for 10 minutes. Repeat 
lavage with distilled water once more and finally add 0.5 cc. of 
physiological salt solution to the residue and after mixing 
with a capillary pipette inoculate the material on 2 tubes of 
either Loewenstein’s or Petragnani’s media. Before sealing 
the cotton-plugged tubes with a rubber cap, allow the tubes 
to remain in the incubator, in a slanting position, for 24 hours 
in order to evaporate excessive fluid. The resulls obtained by 
this procedure will be discussed later on. 

The capillary tubes are best cleaned by forcing a stream of 
cold water through the lumen until all adherent blood is 
dissolved. In dealing with tuberculous blood it is advisable 
to sterilize by boiling the previously cleaned capillary tubes 
as well as the stilet, metal support and tube used for the 
citrate solution. The capillary tubes are subsequently dried 
with alcohol and ether. 


THE SEDIMENTATION REACTION IN THE NORMAL GUI? “A-PIG. 


With the exception of pregnancy, the limits of the sedimen- 
tation reaction are fairly well defined in the healthy male and 
female guinea-pig. The normal sedimentation index varies 
between 0,2 and 3,5 mm. at the end of 60 minutes. The ave- 
rage sedimentation index of some 600 normal bleedings is 
1.9 mm. at the end of 4 hour, or roughly speaking 2mm. No 
appreciable variation in the sedimentation velocity occurs in 
the healthy guinea-pig from hour to hour during the day, 
neither before or after feeding, nor belween the various seasons 
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of the year. No appreciable difference in sedimentation velo- 
city occurs when the blood samples are left at 37°C. or at 
room temperature. The entire period of gestation produces 
an increased sedimentation velocity which following parturi- 
tion gradually returns to normal ‘The normal sedimentation 
reaction when plotted every 5 minutes during 1 hour gives a 
horizontal line (See Table 2). 

Alteration of the normal sedimentation velocity can be arti- 
ficially induced én vitro by increassing or decreasing the visco- 
sity of the plasma. This is accomplished by the addition of 
various concentrations of acacia or sodium chloride. This has 
been demonstrated decisively by Bendien and Snapper (8) and 
by Ohno (1). But for practical purposes it is well to bear in 
mind that in vivo the rate of the sedimentation velocity in the 
normal guinea-pig is sharply limited to approximately 2 mm. 
in 60 minutes. 


ACCELERATED SEDIVENTATION REACTION. 


Disturbance in the stability of blood sedimentation is not 
specific for any disease. It does parallel, however, with con- 
siderable accuracy the degree of aclivity of inflammatory or 
neoplastic disease. Increased sedimentation velocity in the 
guinea-pig is faithfully reflected in such commonly encountered 
laboratory intercurrent infections, as snufftles (nasal catarrh), 
pneumonia, pasteurellosis and pseudotuberculosis, as well as 
in all experimentally induced bacterial diseases. But these 
processes are so rapidly fulminating that the increased sedi- 
mentation rate adds but little of importance to the prognostic 
interpretation. 

Qn the other hand, in conditions where there is a suggestion 
of latent or subacute inflammatory processes, accompanied by 
apyrexia and a normal leukocytic count, the sedimentation 
reaction may be ulilized to great advantage as a prognostic 
agent. In this sense, the sedimentation reaction remains 
a.most limited to tuberculosis. For this purpose the sedi- 
mentation reaction has already been widely used in the clinic 


(1) Ouno. Ztschr. f. d. ges. exper. Med., 52, 1926, 643. 
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as a routine laboratory procedure supplementary to the more 
established methods. Cutler (10) has emphasized two useful 
purposes for the test : (@) as a diagnostic lead it may indicate 
the presence of serious disease before the appearance of appa- 
rent symptoms, physical signs and other laboratory findings, 
and (4) as a diagnostic gage it may serve more accurately than 
fever, pulse rate or differential leukocyte count in estimating 
the intensity and activity of disease. Particularly in tubercu- 
losis the difficult and treacherous problem of prognosis has 
been rendered much easier by this simple test. 

The following experiments have been conducted to elucidate 
any existing relation between carefully controlled experimental 
tuberculosis in the guinea-pig and the sedimentation reaction, 
bacillemia and the leukocytic differential count, especially the 
ratio of the monocyle and the lymphocyte, which the magni- 
ficent work of Sabin, Doan and Forkner (1) has shown is inti- 
mately correlated with changes in the tissues. The present 
analysis comprises some 3.800 sedimentation reactions perfor- 
med on guinea-pigs infected with various strains of aviru- 
lent, and virulent tubercle bacilli, both in their undissociated 

and dissociated R and S variant forms, as well as the elfect of 
provocative doses of tuberculin on Te sedimentation velocity 
in tuberculous animals. 


SEDIMENTATION REACTION AND BACILLEMIA IN PROGRESSIVE 
TUBERCULOSIS. 


Twelve normal and tuberculin-negative guinea-pigs, weigh- 
ing on the average 308 gms. were injected intraperitoneally 
with 0,01 mgm. of a 3 weeks’ glycerine-potato culture of Bov. 
Vallée. Six days’ sedimentation reaction conducted before the 
tuberculous infection, gave a sedimentation index that varied 
between 1,8 and 2,8 for the entire group. Table I summa- 
rizes the average and maximum individual velocities of sedi- 
mentation during the entire period of 56 days’ survival, as 
well as the incidence of bacillemia and mortality rate. The 
blood cultures were made with the blood used for the sedi- 


(1) Sasin (F. R.), Doan (C. A.) and Forkner (C. E.). J. Erper. Med., 52, 1930 : 
Suppl. 3. 
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made. It should be pointed out that the first 3 deaths that took 
place, respectively on the sixth, seventh and tenth days after 
the tuberculous infection, were due lo intercurrent pasteu- 
rellosis and the augmented sedimentation velocity recorded by 
vertical lines on those days represent the blood taken from 
these moribund animals. 

Following the intraperitoneal inoculation of the-tubercle 
bacillia sharp rise in sedimentation velocity was noled 2 hours 
afterwards, the average sedimentation index being 8,8 mm. The 
rise continued to 11,7 mm. in 10 hours, 16,2 mm. in 18 hours 
and reached the maximum initial level at 19,4 mm. in 
24 hours after the tuberculous inoculation. It will be noted 
that individual-reactions reached as high as 27,7 mm. while 
the minimum individual reaclion in 24 hours measured 
4.9mm. During the following week the sedimentation reac- 
tions gradually fell, except in the 3 moribund animals; until 
on the ninth day the total average sedimentation index was 
3,8 mm. From this time forward the average sedimentation 
velocities varied between 3,6 mm. and 6,8 mm. until 28 days 
alter the tuberculous infection and coincident with a strongly 
positive tuberculin reaction inallthe animals. It became quite 
apparent at this time that the moribund individuals which 
showed the greatest loss in weight and the most severe tuber- 
culin reactions gave the highest inlividual sedimentation 
velocities, reaching in one instance to 30,8 mm. in one hour. 
Gradually as death approached the average sedimentation velo- 
cities increased enormously until the last survivor gave a cons- 
tant reading of 25,2 mm., 27,8 mm., 31,4.mm. and 30,2 mm. 
during its last 4 days of life. Although great individual varia- 
tions were observed during the entire period of 56 days, it was 
nevertheless apparent that within the group of 12 animals the 
sedimentation reaction increased in direct proportion with the 
progress of the disease and the loss of tissue. In every instance 
this was confirmed by the autopsy material. 

The graphic method of recording the sedimentation reaction 
every 5 minutes for 1 hour betore and after tuberculous infec- 
tion was followed with guinea-pig 167 (5-96-5-97), injected 
intraperitoneally with 0.01 mgm. Bovine Vallée. Tables 2,3 
and 4 summarize {the sedimentation reactions, together with 
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stimations of erythrocytes and leul 
monocyte-lymphocyte ratio, 
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are normal and the Monocyte-Lym- 


is 0.408. Twenty days after the tuber- 


zontal line when plotted at 5 minutes intervals for 1 hour. 
Besides, the blood counts 
) 


phocyte Ratio (M/L 
culous infection the sedimentation reaction gives a 


line, with a final index of 18 mm., leukocytosis of 16.200 and 
The tuberculin reaction with 0.1 cc. of 10 per cent. 


M/L 0.745. 
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tuberculin and read after 48 hours measured 18 X16 mm., 
with a central necrosis of 5 <5 mm. Thirty-six days after the 
tuberculous infeclion the sedimentation reaction had fallen 
to 6.2 mm. while the leukocytic count was 10.200 and the M/L 
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0.628. A provocative test was performed by injecting intra- 
peritoneally 0.5 cc. of 10 per cent. tuberculin. Twenty-four 
hours afterwards 4 samples of blood were taken at 1 hour 
intervals. 

Table 2 illustrates that a sharp rise had taken place in the 
velocity of sedimentation, which varied between 19 and 23mm. 


at 45 minutes intervals: 
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the 


The leukocytic count had also risen to 18.800 while the M/L 
ratio had increased to 1.324. Table 3 continues the sedimen- 
lation reactions and blood counts of the same animal 48 days 
afler the tuberculous infection. Four samples of blood taken 
at 15 minutes intervals show that the sedimentation velocities 
remain constant in all 4 samples and that the 5 minutes graphs 
produce a vertical curve. Leukocytosis varies between 14,640 


MINUTES 


5 10 1 20.2 30 355 40 4% 50 % 6 


MILLIMETRES 


Temp. 3961 WBC 6,240 RBC 3,290,000 M/L 0.228 
Taste 4. — Sedimentation reaction and blood counts 
in tuberculous guinea-pig. Continuation of Table 3. 


The same animal 10 minutes before death from general tuberculosis. 


aud 20,240. The M/L ratio is markedly increased and wavers 
belween 0.945 and 1.410. Four samples of blood taken at 
15 minutes intervals between 2 hours and 4 hour before death 
show the same vertical curves of sedimentation, one sample 
giving a final reading of 18.6 mm. and the remaining 3 samples 
approximately 22mm. Leukocytosis still persists and the M/L 
ratio remains greatly augmented. 

Table 4 shows the final sedimentation graph and leukocytic 
count 10 minutes befare the death of the animal. The sedi- 
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mentation velocity has reached 32 mm. and leukopenia is 
produced with a similar sharp drop in the M/L ralio. One 
also nofes a loltal loss of nearly 2 million erythrocytes per 
cubic millimeter of blood. Autopsy revealed a most extensive 
progressive tuberculosis which extended to the lungs, liver, 
spleen (5 2 gms.), omentum, bone marrow, superficial a temp 
lymphatic ganglions. 

Bacillemia in progressive tuberculosis. — It is generally 
accepted that bacillemia occurs in experimental tuberculosis, 
especially in general miliary tuberculosis, for obviously the 
tubercle bacilli must be transported by the blood stream. 
Dreyer and Vollum (1) recently observed that among 182 guinea- 
pigs injected with tubercle bacilli either subcutaneously, intra- 
peritoneally or intravenously, 160 presented positive blood 
cultures from the heart blood post mortem, or 87.9 per cent. 
Axen (2) was less fortunate in his studies in experimental 
tuberculosis in the guinea-pig, for he concluded that the blood 
culture failed to foie even an intermittent bacillemia, much 
less a continuous one. From Table 14 it will be seen that when 
the blood taken for sedimentation from 12 guinea-pigs, inocu- 
lated intraperitoneally with 0.01 mgm. of Bovine Vallée, is 
pooled together and is treated by the Loewenstein method, an 
intermittent bacillemia is demonstrable. With all due pre- 
cautions against contamination, it must be borne in mind that 
the blood for the sedimentation reaction is taken from the ear. 
In spite of wiping the ear with alcohol previous to the puncture 
of the ear vessel, tubercle bacilli may remain on the skin and 
enter the sedimentation blood. The fact remains, however, 
that after 3 months incubation, the sedimentation blood cul- 
tures gave rise to typical colonies of tubercle bacilli, which 
inoculated into normal guinea-pigs produced general tubercu- 
losis. The number of colonies varied from one single colony 
to 58 colonies. Dissociation of variant R and S colonies was 
observed in 14 cultures. The R variant was at all times 
dominant. Inthe culture containing 58 colonies, only 5 typical 
S colonies were observed. Among 56 pooled specimen of sedi- 


(1) Dreyer (G.) and Vottum (R.). Lancet, 4, 1931 (May 9), 1015. 
(2) Axen (A.). Klin. Wehnschr, 14, 1932, 1949. 
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mentation blood cullured during this experiment 35 specimen, 
or 62.5 per cent. yielded positive cultures of tubercle bacilli. 


SEDIMENTATION REACTION AND LEUKOCYTIC COUNT IN TUBERCULOUS 
DISEASE PRODUCED BY DISSOCIATED R AND S VARIANTS 


Smooth  S” Variant Tuberculosis, — An S variant stain of 
Bovine Vallée, subcultured for six generations in pure form on 
Loewenstein’s medium and growing diffusely in Sauton’s syn- 
thelic medium during 10 to 18 days wheu a creamy and flat 
film formed on the surface, was employed in this study. 
Twelve normal and tuberculin negative guinea-pigs gave an 
average sedimentation reaction during one week of 2 1 mm. in 
one hour and presented an average of 9,200 leukocytes of which 
4,510 (49 °/,) were polymorphoneutrophils, 4,140 (45 °/.) lym- 
phocytes, 520 (5.6 °/,) monocytes and 40 (0.3 °/,) eosinophils, 
giving a M/L ratio of 0.424. These animals were injected 
intraperitoneally with 0.01 mgm. of the S variant Bovine 
Vallée. Table 5 shows that during the following 48 hours, 
the sedimentation reaction sharply rose from 2.1 mm. to 
16.2 mm. for the entire group, while an individual animal 
gave a reading of 25 mm. During the following 3 weeks the 
sedimentation reaction variedbelween 16.8 mm. and 8 mm. for 
the group, while 1 individual gave 16.4 mm. on the sixteenth 
day. During the fourth week the sedimentation reaction drop- 
ped to 4 mm. for the entire group, while individual maximums 
varied between 9and6 mm. During the following four weeks 
the sedimentation reaction gradually approached normal limits 
and 52 days afler inoculation the sedimentation reaction for 
the entire group had become normal, the maximum individual 
reaction measuring 2.6 mm. During this period 2 animals 
succumbed with pasteurellosis, one on the twelfth day and the 
other on the fortieth day after inoculation. Post mortem cul- 
tures of the lungs, spleen, kidneys and bone-marrow of the 
first animal yielded positive S culturesin everyinstance. Only 
the spleen culture of the second animal yielded a few typical 
S colonies. In the first animal the smears ofthe liver, spleen 
and bone-marrow revealed an abundance of monocytes and 
polymorphoneutrophils filled with phagocytosed acid-fast orga- 
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nisms. In the second animal, only a few monocytes in the 
spleen revealed an irregular scattering of acid-fast granules 
which took the stain poorly. 

The first leukocytic reaction to the S variant is a sharp 


HOURS DAYS 
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SEDIMENTATION REACTION LEUKOCYTIC COUNTS 


SURVIVAL 


Taste 5. — Blood counts, sedimentation and survival curves of 12 guinea- 
pigs injected intraperitoneally with 0.01 mg Bovine Vallée « S » variant 
strain, sixth generation on Loewenstein’s medium. 


WEC = total numbers of white blood cells. PMN = polymorphoneutrophils. 
L= lymphocytes. M=monocytes. Legend of Sedimentalion figures 
solid black = average rate of all guinea pigs. Vertical stripes = maximum 
individual rate. White spaces = minimum individual rate. 


increase in l-ukocyto-is, indicating an acute course of 
infection. While the polymorphoneutrophils and monocytes 
increase in numbers during the first 2 weeks, a sharp drop is 
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noted in the number of lymphocytes, until the monocytes and 
lymphocytes cross between the twelfth ond filteenth day. Fvom 
this time forward, the monocyles gradually return to their 
normal level, while the lymphocytes show an upward trend, 
making a M/L ratio of 0.105. The leukocylic number showed 
a definite trend toward a normal level elong the fifth week after 
the intraperitoneal injection of 0.0{ mgm. of the S variant. 
This group of 10 surviving guinea-pigs have been followed at 
weekly intervals for 4 months and appear in every respect 
normal. ‘The tuberculin reaction became posilive in 4 of the 
eroup in the fourth.week after inoculation. Since then the 
croup has been tested every 2 weeks with 0.1 cc. of 10 per 
cent. tuberculin and has failed to produce a positive reaction. 
[t appears, therefore, that a recovery has taken place. The 
period of observation will be extended in conneclion wilh a 
more extensive study of bovine and human S$ variant tubercu- 
lous infection. 

Rough** R” Variant Tuberculosis. — A typical R variant strain 
of Bovine Vallée, dissocialed am vivo by blood culture and sub- 
cultured for six generations on Loewenstein’s medium and 
growing strictly aerobically on the surface of Sauton’s syn- 
thetic medium in typical rough and dry fashion, was employed 
in this study. A group of 12 normal and tuberculin-negative 
guinea-pigs were lested during one week for sedimentation 
reaction and differential leukocytic count. Table 6 shows 
that before the tuberculous inoculation, the average sedimen- 
tation reaction for the group was 1.9 mm. with an individual 
maximum reaction of 2.5 mm. The number of leukocytes 
averaged 9.300 of which 4,100 (44°/,) were polymorphoneu- 
trophils, 4,420 (47°/,) lymphocytes, 750 (8 °/.) monocytes and 
45 (0.4 °/,) eosinophils, giving a M/IL ratio of 0.170. These 
animals were inoculated intraperitoneally with 0.01 mgm. of 
the R variant of Bovine Vallée. A sharp rise is noted in sedi- 
mentation reactions for the group during the first 24 hours, the 
average being 16mm., while the maximum individual measures 
21.2 mm. and the minimum individual 5 mm. A gradual 
decline in sedimentation velocilies is noted from the second to 
the eighth day. From this time forward until the twenty- 
sixth day after inoculation, the average sedimentation reac- 
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tion wavers between 4 and 5.8 mm. and with numerous 
individual minimum reactions altogether within the normal 
range of 2mm. At this time there is-a steady upward trend 
in the sedimentation velocities, proportionate with losses in 
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Taste 6. — Blood counts, sedimentation and survival curves of 12 guinea. 
pigs injected intraperitoneally with 0.01 mg. Bovine Vallée « R » variant 
strain, sixth generation on Loewenstein’s medium. 


Legends same as for Table 5. 


weight, positive tuberculin reactions and symptoms and signs 
of progressive and fatal tuberculousdisease. From the lwenty- 
fourth day after inoculation, the maximum individual velocities 
in sedimentation represent ihe rate obtained in the moribund 
animals, which invariably develop a sudden upward trend as 
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death approaches. In 3 instances, a sudden reversal of the 
increased sedimentation rate took place a few hours before 
death and the reactions fell to 1.4, 4.5 and 2.5 mm. respecti- 
vely. The last animal died 56 days after inoculation. ; A state 
of general and progressive tuberculosis was observed in every 
one post mortem. 

The leukocytic response to the R variant differs entirely 
from that observed with the S variant. During the first 
24 hours after inoculation there is a slight increase in leuko- 
cytes, while the differential blood count remains more or less 
thesame. During the following 20 days a slight leukopenia is 
noted, the lymphocytes taking a decided downward trend, 
while the monocytes begin to climb upward. On the twenty- 
fourth day the blood picture begins to suggest a virulent and 
rapidly progressive disease, the monocyles and lymphocytes 
cross each other. The total leukocyte count ascends abruptly. 
In the differential count we find that the polymorphoneutro- 
phils dominate, while the monocytes ascen! continuously and 
the lymphocytes take a downward trend. The last surviving 
animal showed on the 56th day a M/L ratio of 3.310. Thus it 
appears that with the already established recognition of the 
fact that an increased monocyte-lymphocyte ratio is an index 
of the state of aclivity of tuberculous disease, in like manner is 
an increased sedimentation reaction an indicalion that the 
changes in the blood are intimately correlated with changes in 
the tissues during tuberculous disease. 


SEDIMENTATION REACTION AND LEUKOCYTIC COUNT PRODUCED 
IN GUINEA-PIGS BY DISSOCIATED 
R AND S VARIANTS OF THE BCG strain. 


Smooth *“ S ” Variant BCG Action on Sedimentation and 
Leukocytic Count. —TheS variant of BCG employed in this study 
was dissociated in vivo and obtained in a blood culture. For 
8 generations it has been subcultured on Loewenstein’s medium 
in pure culture. Individual colonies are hemispherical, of a 
creamy consistency and smooth surface. In Sauton’s synthetic 
medium it is readily emulsified and grows diffusely throughout 
the medium for about 2 weeks at which time a delicate and 
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flat film forms which gradually assumes a moist and creamy 
consistency. Six normal and tuberculin-negative guinea-pigs, 
which for a period of observation of one week showed a normal 
sedimentation reaction of approximately 2 mm. anda M/Lratio 
of 0.110 to 0 182, were inoculated intraperitoneally with 
0.5 mgm. of a 2 weeks culture on Loewenstein’s medium of 
the BCG“ S” variant. Table 7 summarizes the findings with 
the sedimentation reaction and the leukocytic count. 

The sedimentation reaction graph shows an almost consistent 
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Days after tuberculous infection. 


Taste 7. — Blood counts and sedimentation reactions of 6 guinea-pigs 
injected intraperiloneally with 0.5 mgm. BCG « § » variant strain, eighth 
generation on Loewenstein’s medium. 


WBC = total numbers of white blood cells. PMN = polymorphoneutrophils. 
L=lymphocytes. M= monocytes. W= body weight. 


rise during the first 6 days after inoculation, at which time the 
average reaction measured 13.8 mm. During the following 
week the reactions remained between 8.4 and 11 mm. After 
the twelfth day the trend is definitely downward and from the 
sixteenth day the normal! limit has been reached and retained 
for a further observation period 4 months. 
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The leukocylic count is almost identical with that in Table 5. 
Following a brief augmentation in leukocytosis, with the diffe- 
rential count showing an increase in polymorphoneutrophils 
and lymphocytes, one observes that the lymphocytes take a 
downward trend and on the sixth day definitely fall below the 
monocytic count. On the eighth day the M/L ratio is reversed 
and from this time forward the lymphocytes make a continuous 
rise while the monocytes fall to their normal level. In short, 
the leukocylic picture suggests an acute inflammatory condition 
which after a brief period of activity rapidly ameliorates. 
During the period of maximum leukocytic response there is 
noted a slight average loss in body weight, which again is reco- 
vered rapidly after the twenty-fifth day. Twenly days after 
inoculation all the animals reacted positively with 0.1 cc. of 
40 per cent. tuberculin. The reactions showed only slight 
induration and redness. In no instance was central necrosis 
observed. Subsequent bi-weekly tuberculin tes{s have been 
atypical and feeble for about eight weeks al which time the 
animals reacted altogether negatively with tuberculin. It 
would appear that the initial and acute inflammatory condition 
set up by the S variant strain and discussed by the author 
recently (1) had led to recovery. The animals are still under 
observation 4 months after inoculation. 

Rough ** R” Variant BCG Action on Sedimentation and 
Leukocytie Count. — The R variant of BCG employed in this 
study was dissociated am vivo by injection of the whole BCG 
strain into the cervical lymphatic ganglion of a guinea-pig and 
isolated subsequently in blood culture. ‘This R variant has been 
subcultured for eight generations in pure culture on Loewens- 
tein’s medium. Individual colonies of the R variant are highly 
irregular and serpentine in form, having a dry surface and ten- 
ding to grow away from the surface of the solid medium. It is 
emulsifiable with greatest difficulty and precipilates sponta- 
neously in liquid media. When floated on Sauton’s medium it 
grows only on the surface and forms a dry and wrinkled film. 
Six normal and tuberculin negative guinea-pigs, which for a 
period ot one week showed a normal sedimentation reaction of 


(1) Brrkiwaue (K. E.). C. R. de la Soc. de Biol., 143, 1933, 726 et 814. 
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approximately 1.8 mm. and a M/L ratio of 0.086 to 0.142, were 
inoculated intraperitoneally with 0.5 mgm. of a 2 weeks R 
variant culture grown on Loewenstein’s medium. Table 8 
summarizes the findings with the sedimentation reaction and . 
the leukocytic count. 

In contrast with Table 7 one notes that the sedimentation 
reactions attain maximum activily between the tenth and thir- 
tieth day after inoculation. At this time the sedimentation 
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Taste 8. — Blood counts and sedimentation reaclions of 6 guinea-pigs 
injected intraperitoneally with 0.5 mgm. BCG « R » variant strain, eighth 
generation on Loewenstein’s medium. 


Legends same as for Table 5. 


volocities take a gradual decline and 4 months after inoculation 
the average sedimentation reaction has become nearly normal. 
Following the biweekly test with 0.4 cc. of a 10 per cent. 
colution of tuberculin a decided rise in sedimentation velocities 
has been noted to occur from 24 to 72 hours following the 
intradermal injection of tuberculin. The severity of increased 
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sedimentation reaction has always been reciprocal with the 
severity of tubercalin reaction. Five months after inoculation 
all the animals react negatively with tuberculin and the sedi- 
mentation reactionas yelis slightly influenced by the intradermal 
injection of 0.1 cc. of a 10 per cent. solution of tuberculin. 

The leukocytic picture following inoculation with the BCG 
‘R” variant intraperitoneally differs from that noted in the 
BCG ‘*S” variant infection by a more tardive development of 
leukocytosis. A marked average increase in leukocytosis 
occurs along the twelfth day after inoculation and this persists 
until the thirty-fourth day. The interesting feature is the 
corresponding reciprocity between the increased sedimentation 
reactions and maximum leukocytosis. 

The differential leukocytic picture shows a decisive domi- 
nance of the polymorphoneutrophilic cells until 30 days atter 
inoculation. Up to this time marked vascillations occur in 
the lymphocytic and monocytic. curves. During the first 
20 days the lymphocytes make a downward trend while simul- 
taneously the monocytes nearly approach the number of lym- 
phocytes in the peripheral circulation. On the twenty-second 
day after inoculation the M/L ratio becomes reversed and on 
the thirthy-eighth day after inoculation the M/L ratio stands 
at 0.301. Four months after inoculation the M/L ratio regis- 
tered 0.236 and the average leukocytosis at that time was 10,200, 
with an individual maximum of 12,400 and an individual mini- 
mum of 7,200. While a decided loss in the average weight 
curve was observed with the BCG ‘‘S” variant animals during 
the period of maximum sedimentation reactions and leukocytic 
response, the BCG “ R ” variant animals showed a continuous 
steady gain in weight. 

It would thus appear that the maximum period of blood 
aclivity following the intraperitoneal inoculation of 0.5 mem. of 
BCG “ R”’ variant occurs between the tenth and fortieth day 
after inoculation and that an increased sedimentation reactivity 
continues beyond the period of increased leukocytosis and that 
intracutaneous injections of small doses of tuberculin may 
accelerate the sedimentation rate as late as 5 months after 
inoculation, alihough the skin may fail to show a positive 
tuberculin reaction. 
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PROVOCATIVE ACTION OF TUBERCULIN ON SEDIMENTATION 
AND THE RATIO 
OF MONOCYTE-LYMPHOCYTE IN TUBERCULOUS GUINEA-PIGS. 
* 


In an attempt to differentiate tuberculous infection from cli- 
nically manifest disease in man, Flack and Scheff (t) observed 
in 1927 that the injection of a watery extract of tubercle bacilli 
in tuberculous patients increased the sedimentation reaction 
in several instances. Recently Walton (2) injected small pro- 
vocative doses of tuberculin in patients with manifest tubercu- 
lous disease and followed the effect on the rate of sedimenta- 
tion. His conclusions are most decisively in favor of this mode 
of procedure in the diagnosis of clinically active tuberculosis in 
that the greatly increased sedimentation reactivity following 
the provocative test makes it a specific diagnostic agent. Quile 
recently, Freund and Frank (3) found that the injection of 
tuberculin into tuberculous rabbits is followed by a sharp rise 
in the rate of the sedimentation reaction, which makes this 
procedure useful in detecting tuberculosis in rabbits, since in 
_this animal neither the skin nor the temperature reaction is a 
dependable indication of hypersensitiveness to tuberculin. In 
the series of experiments discussed above, the author has indi- 
caled that following the intracutaneous injection of 0.1 cc. of 
10 per cent. solution of tuberculin in tuberculous guinea-pigs, 
a marked increase in the sedimentation occurred for several 
days afterwards. He had even indicated that although the 
tuberculin reaction remained negative in the skin, an increase 
was detected in the sedimentation reaction of animals previously 
infected with the avirulent BCG S and R variants. In line 
with these studies, it was desirable to follow the effect of pro- 
vocative doses of tuberculin in tuberculized guinea-pigs, and 
simultaneously to observe the effect upon the monocyte-lym- 
phocyte ratio before and after the provocative test. 

Sedimentation Reaction and M/L Ratio in Tuberculous Guinea- 
Pigs Before and Afler Provative Dose of Tuberculin. — A series 


(4) Frack (R.) and Scagrr (L.). Amer. J. Med. Science, 173, 1927, 59. 
(2) Watton (A.). Quarterly J. Med., Oxford, a, 1933.0 19: 
(3) Freon (J.) and Frank (D.). J. Immunol., 24, 1933, 247. 
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of 12 normal and tuberculin negative guinea-pigs weighing on 
the average 380 gms. were injected intraperitoneally with 
0.01 mgm. of Bovine Vallée, a dose which usually produced 
death from progressive general tuberculosis in about 50 days. 
Bi-weekly intra-cutaneous injections of 0.1 cc. of 10 per cent. 
tuberculin revealed that 4 animals became markedly tuberculin 
positive in 2 weeks and 9 animals in 4 weeks, while the remai- 
ning 3 remained refractory until the sixth week. Previous 
experience with a similar group of animals had taught us that 
2.0-2.5 cc. of a 10 per cent. of tuberculin injected intraperito- 
neally along the fourth to sixth week after inoculation with 
0.01 mgm. Bovine Vallée was the minimal lethal dose. 
Table 9 summarizes the sedimentation reactions and the M/L 
ratios in a guinea-pig which 4 weeks after inoculation gave a 
tuberculin reaction which measured 32 & 25 mm. in redness 
and induration and the central necrosis 14 & 8 mm. when read 
48 hours after the intracutaneous inoculation. This animal 
was injected intraperitoneally with a provocative dose of 4 cc. 
of a 10 per cent solution of tuberculin on the thirty-sixth day 
after the tuberculous infection. 


TasLte 9. — Blood counts and sedimentation reactions in tubercu- 
lous guinea-pig before and after interperitoneal inoculation of 
4 cent. cube of 10 p. 100 tuberculin. 
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Table 9 depicts a leukocytosis of 9,400, a M/L ratio of 0.914 
anda sedimentation reaclion of 6.0 mm. before the provocative 
dose of tuberculin. As soon as 2 hours afterward one notes an 


THE RELATION OF THE SEDIMENTATION REACTION 455 


upward trend in leukocytosis and sedimentation velocity, 
which reach a maximum increase at 24 hours. At this time 
the M/L ratio has increased to 1.024 and the sedimentation 
reaclion to 31.0 mm., or 25 mm. above the initial sedimen- 
tation velocity. During the following 3 days a downward 
trend is observed with an increased activity in the sedimenta- 
tion reaction from the sixth day until the animal died 9 days 
after the injection of the provocative dose. Autopsy revealed 
an extreme exudalive type of general tuberculosis. The inte- 
resting feature of this experiment is the reciprocal agreement 
between the increased M/L ratio and: the sedimentation reac- 
tion following the provocative dose of tuberculin. In so far as 
the increase in monocytes is concerned, there is now very 
little doubt that these cells are developed in the organs and 
lissues in direct response to the presence of tubercle bacilli and 
that an increased activity of these cells in the tissues is also 
reflected in the peripheral blood and is indicative of progres- 
sive disease, as demonstrated by Cunningham, Sabin, Sugiyama 
and Kindwall (1) and Doan and Sabin (2). It is, therefore, 
evident that a reciprocal increase in the sedimentation reaction 
must be considered as an indication of increased tuberculous 
activity. 

The provocative dose of 1.0 cc. of a 10 per cent. solution of 
tuberculin produced death within 32 hours in 5 other tuber- 
culin positive guinea-pigs. The average increase in sedimen- 
tation velocity was 18 mm. in 24 hours after the tuberculin 
injection and a simultaneous significant increase took place in 
leukocytosis and the M/L ratio in3 of these animals, while the 
remaining 2 developed leukopenia and a reversal of the M/L 
ratio a few hours before death. 

Six other tuberculous and tuberculin positive guinea-pigs 
survived the provocative dose of 1.0 cc. of a 10 per cent. solu- 
tion of tuberculin from 9 to 17 days after the intraperitoneal 
injection. Table 10 depicts the average results in sedimenta- 
tion reactions, leukocytosis and M/L ratios before and after the 
provocative tuberculin test. 


(1) Conninenam (R.), Sasin (F.), Sostyama (S.) and Krinowatt (J.). Johns Hopkins 
Hosp. -Bull., 37, 1925, 231. 
(2) Doan (C.) and Sain (F.). J. Exper. Med., 46, 1927, 315. 
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Taste 10. — Average blood counts and sedimentation reactions in 
6 tuberculous guinea-pigs before and after intraperitoneal inocu- 
lation of 4 cent. cube of 10 p. 100 tuberculin. 
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Taste 114. — Average blood counts and sedimentation reactions in 
6 tuberculous guinea-pigs before and after intraperitoneal inocu- 
lation of 4 cent. cube concentrated glycerine bouillon. 
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TasLtz 12. — Average blood counts and sedimentation reactions in 
6 normal guinea-pigs before and after intraperitoneal inoculation 
of 4 cent. cube of 10 p. 100 tuberculin. 


SEDIMENTATION | DIFFERENCE 


LEUKOCYTOSIS M/L INDEX 
Mm. 
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2,7 
1,9 
2,2 
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1,8 
1,6 
158 


WWHRE NO 


THE RELATION OF THE SEDIMENTATION REACTION 457 


Essentially the same phenomena occurred in this group as 
have been described for the individual guinea-pig in Table 9. 
The maximum increases took place at 24 hours after the pro- 
vocative dose, followed by a slight decrease for a few days and 
a return to en aggravated state of increased blood activity 
until death occurred from general tuberculosis. 

For control purposes it was desirable to repeat the above 
experiment on tuberculous guinea-pigs before and after the 
intraperitoneal injection of 1 cc. of 5 per cent. concentrated 
glycerine bouillon. Table 14 summarizes the results obtained 
on 6 guinea-pigs injected intraperitoneally with 0.01 mgm. 
Bovine Vallée 30 to 42 days before this experiment. All 
these animals reacted positively in 48 hours with an intra- 
dermal injection of 0.1 cc. of a 10 per cent. solution of tuber- 
emline 3 

It will be noted from Table 11 that the intraperitoneal 
injection of the concentrated glycerine bouillon does not affect 
the leukocytic picture nor the sedimentation reaction. 

A further control experiment in 6 normal guinea-pigs 
injected intraperitoneally with 1.0 cc. of a 10 per cent. solution 
of tuberculin failed to produce an increase in the M/L ratio and 
sedimentation reaction. One is, therefore, forced to conclude 
that the provocative dose of tuberculin, in the tuberculous 
guinea-pigs produces a specific increase in the monocyte-lym- 
phocyte ratio and the sedimentation reaction. 


Discussion. 


The study of the cellular changes in the tissues and peri- 
pheral blood in experimental and clinical tuberculosis has 
been subjected to a most extensive scrutiny since the classical 
study of Sabin (1) and her co-workers in applying the supra- 
vital technic to the blood and tissue cells, which permitted a 
more certain differentiation of the mononuclear cells of the 
blood into monocytes and lymphocytes. More recently, 
Monaldi (2) reviewed and repeated these studies confirmatively 


(1) Sasin (F. R.). Johns Hopkins Hosp. Bull., 34, 1923, 277; Mc Ciync. Micros- 
copical Technic, Hoeber, New York, 1929, p. 81. 
(2) Monatpr (T.). Ces Annales, 44, 1930, 70. 
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in virulent and avirulent tuberculous infections in the guinea- 
pig. The general opinion prevails that an increased aclivity of 
the monocytes reflects faithfully the progress of tuberculous 
disease, while a progressive increase in the number of lym- 
phocytes in the peripheral blood indicates an arrested infec- 
tion. The consistency of these observed facts are best demon- 
strable in experimental tuberculous reinfection where a 
progressive increase of lymphocytes in the peritoneal fluid 
and the peripheral blood takes place, while in the primary 
infection these eells are much fewer in number, according to 
the studies of Smith, Dworski and Gardner (1). The impor- 
tance of an increased lymphocytosis in experimental tubercu- 
losis has been further demonstrated by Murphy (2) and Webb, 
Williams and Bassinger (3) who were able to increase resis- 
tance against luberculosis by artificially increasing the number 
of lymphocytes by means of altitude, heat and light. The 
studies of Sabin and her co-workers have also brought out the 
fact that the monucyle-lymphocyte ratio in the peripheral 
blood may be employed as an index to primary cellular resis- 
tance to tuberculosis. Thus, rabbits with a high M/L index, 
by which term is meant to indicate that the total number of 
monocytes in the peripheral blood approaches in relative 
number the lymphocytes, die more quickly, and animals with 
alow M/L index survive for a longer period than those with 
the average M/L index of 0.300, alter a given dose virulent 
bovine tubercle bacilli has ben injected. The quantitative 
indices have found practical usefulness in the clinics and the 
literature is already abundant on the significance and sensiti- 
veness of the monocyte-lymphocyte ratio as a guide in prognosis. 

The experimental evidence in the present study consistently 
indicates that during the course of progressive tuberculous 
disease the M/L ratio is always increased and maintained at a 
relatively high ratio until death. This is by no means cons- 
lant in every instance, for a sudden reversal of the M/L ratio 
has been noted occasionally to take place just before death. 


(4) Smrra (D.), Dworskr (M.) and Garoner (L.). Tr. Nat. Tuberc. Assn., 24, 
£925, 324. 

(2) Murpay (J.) and Sturm (E.). J. Exper. Med., 29, 1919, 33. 

(3) Wess (G.), Wittiams (W.) and Bassincer (A.). Nat. Assn. Study and Prev. 
Tuberc., 6, 1910, 279. 
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The striking difference which exists in the leukocytic picture 
of animals injected with the dissociated variants of Rand S 
colonies of the virulent strain of Bovine Vallée bringsinto 
sharp relief the pathogenicity of these variants. The R variant 
apparently retains the virulence of the original undissuciated 
strain and stimulates in the guinea-pigs a leukocytic response 
identical in most respects with that which obtains in guinea- 
pigs inoculated with the undissociated strain. It-must be 
recalled at this instance that the undissociated Bovine Vallée 
strain is predominantly R in nature, as are most mammalian 
types of tubercle bacillary strains, in contrast with the predo- 
minant S type in all avian strains of the tubercle bacillus. On 
the other hand, the leukocytic picture stimulaled by the 
Bovine Vallée S variant in guinea-pigs reflects faithfully a 
septic disease of short, but violent duration, in which the 
monocyte-lymphocyte ratio approach each other in relative 
numbers of cells during the septic slate and finally is reversed 
until the lymphocytes become dominant. These leukocytic 
changes are reciprocal with the ‘‘ Yersin type of sepsis’ which 
follows the intraperitoneal inoculation of the Bovine Vallée S 
variant and the eventual recovery. The same leukocytic 
changes can be followed with the dissociated R and S variants 
of the avirulent BCG strain, in which recovery from the S 
type of infection is reciprocal with a reversal of the M/L ratio 
and a progressive increase in the number of lymphocytes in 
the peripheral blood. Although the BCG R variant is relati- 
vely avirulent for the guinea-pig, it stimulates a leucocytic 
response which is more tardive in evolution than the S 
variant leukocytic picture. The end result is a higher degree 
of allergy, with a proportionate longer period of increased 
monocylic response and eventual recovery, with dissipation of 
allergy and a return to the normal leukocytic picture. These 
findings are at variance, in so far as the question of virulence 
is concerned, with those advanced by Petroff and his col- 
leagues, who contend that the S variants of the bovine strains 
are more virulent than the R variants. This is true of the 
avian S and R variants, as observed by Doan (1), Winn and 


(1) Doan (C.). Clinies of North America, 14, 1931, 279. 
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Petroff (1) and Birkhaug (2), for all these workers agree that 
the pathogenic action of the avian bacillus is confined to the 5 
and FS variants which produce fatal tuberculosis in the hen 
and rabbit, while the avian R is avirulent for the hen and 
rabbit, except in very large doses. One might have made 
that logical conclusion from the every day observation of avian 
tubercle strains which are dominantly S in nature. The 
reverse is true of the mammalian strains of tubercle bacilli, 
for here we are confronted with the rarity of S colonies in 
ordinary cultures and when these are isolated they grow 
sparingly in the first subcultures. In brief, the present study 
of the leukocytic response in guinea-pigs inoculated with S and 
R variants of virulent bovine tubercle bacilli indicates that the 
R variant produces a picture’ of the acute tuberculous type, 
while the S variant leukocytic response is that characteristic 
of acute and healing type of sepsis. 

The blood sedimentation reaction has already been widely 
used, especially in such conditions as tuberculosis by Cutler, 
in pyelitis and atrophic arthritis by Vickers and Duryee (3), 
in typhoid and paratyphoid fevers by Soederstroem (4), in 
inflammatory pelvic disease, appendicitis and genito-urinary 
disease hy Grodinsky (5) and in neoplastic disease by a number 
of investigators. Its greatest usefulness, however, has been 
as a prognostic agent in tuberculosis and as a method for esti- 
mating the effects of treatment. From the variety of diseases 
in which the sedimentation reaction has been used with signi- 
ficant results, one may deduct that the test is not specific for 
any disease and that its chief value is that of a prognostic 
agent. Clinical improvement is shown by a slowing sedimen- 
tation rate, whereas a fatal evolution is invariably accompa- 
nied by an increasing rapidity of sedimentation. In any 
disease, therefore, the response to treatment can be observed, 
and a vigilance may be maintained on convalescence. 

The close relationship between the sedimentation reaction 
and the leukocytic response during experimental tuberculosis 

(1) Winn (W.) and Petrorr (S.), J. Exper. Med., 57, 1933, 239. 

(2) Brrxuaue (K.). C. R. Soc. de Biol., 443, 1933, 314, 

. Vickers (D.) and Duryezs (R.). ae J. Med. Sc., 183, 1932, 643. 

(3) 


SoEDERSTROEM (H.). Acta Paedintney: 12, 1932, 268. 
Gropinsky (M.). Nebraska Slate M. J., 48, 1933, 47. 
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in the guinea-pig has been decisively demonstrated in the 
present study. In striking contrast with the fatal leukocytic 
picture., i. e. a gradual and progressive increase in the M/L 
ratio and sedimentation reaction, in progressive tuberculosis, 
produced by the inoculation of either undissociated Bovine 
Vallée organisms or its R variant strain, we have observed 
the relatively benign leukocytic response and increase and 
decrease of the sedimentation reaction produced by the BCG R 
and S variants and the Bovine Vallée S variant. It seems 
clear that a reciprocal relationship exists between the M/L 
index and the sedimentation reaction and that both these quan- 
titative methods reflect faithfully the state of equilibrium of 
the blood in relation to the pathologic process. The conclu- 
sion is inevitable that the close parallelism which exists between 
the M/L index and the sedimentation reaction must be due 
to a common mechanism, which Fine and Dunlop (1) ascribe 
to the absorption of necrotic material formed in proportion to 
the activity of the tuberculous process, which in turn leads to 
an alteration in the protein balance of the blood, manifesting 
itself physically in the relative increase in the specific gravity 
of the red blood cells (sedimentation rate increased), as well 
as an overproduction of monocytes stimulated by the lipoids 
of the tubercle bacillus. ‘This hypothesis is made increasingly 
more probable by the fact that a provocative dose of tuberculin 
injected into the tuberculous guinea-pig produces a simulta- 
neous and lasting rise in the M/L index and the sedimentation 
reaction. 


CONCLUSIONS. 


4. The monocyte-lymphocyte ratio is closely correlated with 
the sedimentation velocity, both being faithful indices of acti- 
vity in experimental tuberculosis. 

2. The monocyte-lymphocyte ratio and the sedimentation 
velocity are markedly increased following a provocative dose of 
tuberculin in experimental tuberculosis. 

3. The relative avirulence of dissociated S variants of bovine 


(1) Fine (J.) and Duntop (D.). Quart. J. Med., 2, 1933, 201. 
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tubercle bacilli is closely reflected in the benign monocyte- 
lymphocyte ratio and sedimentation reaction. 

4. The micro-sedimentaliun reaction permits a harmless and 
continuous procedure on laboratory animals and is a useful 
prognostic test in experimental tuberculosis. 

5. Intermittent bacillemia occurs in experimental tubercu- 
losis and is best demonstrable by pooling the blood of a series 
of animals. 


Résumé. 


On sait que Westergren, en 1921, a attiré l’altention sur la 
signification diagnostique de la réaction de sédimentation dans 
la tuberculose. L’auteur du présent travail a utilisé, pour la 
recherche de cette réaction chez le cobaye, l'appareil de micro- 
sédimentation de Landau, construit par la firme Rudolph 
Grave, Malmskillnadsgatan, 48, Stockholm, qui est trés pra- 
tique, et qui fut employé par Landau, dans son étude, sur plus 
de 800 enfants a propos de la vaccination BCG. 

On choisit des cobayes & peau blanche parce que les vais- 
seaux sanguins de loreille sont, chez eux, plus visibles. 
L’animal est enfermé dans une bottle dont la téte seule émerge. 
Il est ainsi convenablement immobilisé pendant les prises de 
sang. La technique de celles-ci est décrite par Vauteur dans 
ses plus minutieux détails. 

Chez le cobaye normal, lindice de sédimentation varie 
entre 0 mm. 2 et 3 mm. 5 aprés un délai de soixante minutes; 
en moyenne, 2 millimétres pour 600 examens d’échan- 
tillons de sang différents. On n’observe pas de changements 
dans la rapidité de sédimentation pendant les vingt-quatre 
heures suivantes, et les repas, les différentes saisons de l'année 
n'ont aucune influence, non plus que la température du labora- 
toire ou celle de I’étuve & 37°C. Par contre, la gestation, pen- 
dant toute sa durée, produit un accroissement de la vilesse de 
sédimentation, et celle-ci redevient normale aprés la partu- 
rilion. 

C'est surtout dans l’évolution des processus tuberculeux que 
cette réaction présente de lintéret. L’auteur l'a étudiée dans 
ses rapports avec la bacillémie et avec les variations leucocy- 
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taires, principalement au regard de la numération des mono- 
cytes et des lymphocytes. Il a fait 3.800 réactions avec le sang 
de cobayes infectés de différentes souches de bacilles humains, 
bovins, virulents et avirulents, ainsi que de variantes disso- 
ciées R et S de ces souches, et il n’a pas négligé de rechercher 
quel pouvait étre l’effet des injections préalables de tubercu- 
line sur la vitesse de sédimentation du sang chez les animaux 
tuberculeux. 

Les résullats de ses expériences sont les suivants : 

Pendant |’évolution de la tuberculose, le rapport des mono- 
cytes aux lymphocytes saccroit généralement et se maintient 
a un taux relativement élevé jusqu’a la mort. Il arrive cepen- 
dant, parfois, mais exceplionnellement, qu’on observe un ren- 
versement subit de cette proportion au moment de la mort. 
Les différences frappantes qui existent dans le tableau leucocy- 
taire des animaux inoculés avec les variantes R et S de la souche 
bovine Vallée mettent nettement en relief les propriétés patho- 
génes de chacune de ces variantes. La variante R garde la 
virulence de la souche originelle non dissociée et provoque 
chez les cobayes une réaction leucocylaire & peu prés iden- 
tique avec celle qu’on observe chez les animaux inoculés avec 
cette souche non dissociée. D’ailleurs, dans la souche Vallée 
non dissociée, les caractéres de la variante R sont neltement 
prédominants, et c’est aussi le cas pour la plupart des cultures 
de bacilles des mammiferes, tandis qu'au contraire, dans toules 
les cullures aviaires, c’est la variante S qui prédomine. 

D’aulre part, le tableau leucocytaire fourni par la variante S 
de la bovine Vallée chez les cobayes réfléte fidélement celui qui 
caractérise une maladie seplicémique de durée bréve, mais 
violente, dans laquelle le rapport monocytes-lymphocytes 
s éléve d’abord, et finalement se renverse en faveur des lym- 
phocytes. Ces modifications leucocytaires se rencontrent aussi 
dans Ja septicémie tuberculeuse de type Yersin, que l'on pro- 
duit par l’inoculation intrapéritonéale de la variante S de la 
bovine Vallée et qui se termine parfois par la guérison. Les 
mémes modifications de la formule leucocytaire se rencontrent 
avec les variantes R et S du BCG non virulent dissocié; la 
guérison de l’infection produile par la varianle S s’accompagne 
d’un renversement du rapport monocytes-!ymphocytes et d'une 
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augmentation progressive du nombre des lymphocytes dans la 
circulation périphérique. Quoique la variante R du BCG soit 
relativement avirulente pour le cobaye, elle provoque une 
réponse leucocytaire qui est plus tardive que celle que déter- 
mine la variante S. Le résultat final est qu’une plus forte 
allergie coincide avec une période relativement plus longue 
de monocytose terminée par la guérison et que l’allergie se 
dissipe lorsque le tableau leucocytaire redevient normal. 

Ces faits contredisent, en ce qui concerne la question de la 
virulence, ceux qu’avaient avancés Petroff et ses collaborateurs, 
qui prétendaient que les variantes S des souches bovines sont 
plus virulentes que les variantes R. Cela est seulement vrai 
pour les variantes R et S des souches aviaires, comme I’ont 
constaté déja Doan, Winn et Petroff, Birkhaug. Ces auteurs 
sont tous d’accord pour reconnaitre que les propriétés patho- 
génes du bacille aviaire sont concentrées dans les variantes $ 
et FS qui tuent la poule et le lapin, tandis que la variante R 
estavirulente pour ces deux espéces animales, sauf lorsqu’elte 
est inoculée & fortes doses. Or, il est d’observation courante 
que, dans les souches aviaires, la variante S prédomine. Au 
contraire, pour les souches de bacilles des mammiferes, l’in- 
verse est la vérité. Dans la plupart de ces cultures, la variante S 
est trés rare, et lorsqu’il arrive qu’on l’isole, elle se développe 
difficilement dans les premiéres subcultures. 

Bref, de la présente étude sur Jes réactions leucocytaires 
observées chez les cobayes inoculés avec les variantes S et R 
des cultures de bacilles tuberculeux bovins, il ressort que la 
variante R reproduit le type caractéristique de l’infection tuber- 
culeuse chronique, tandis que la variante S donne la réponse 
leucytaire qui caractérise la septicémie aigué et curable. 

La réaction de sédimentation du sang est tres utile & étudier. 
Elle est un bon élément de pronostic dans l’infection tubercu- 
leuse et elle permet de suivre les effets du traitement Un taux 
de sédimentation qui reste bas indique une évolution favo- 
rable, tandis que lorsque le taux de sédimentation s'éléve rapi- 
dement on peut prévoir une issue fatale a bref délai. 

Hi parait évident que des rapports réciproques existent entre 
lindice mononucléose-lymphocytose et la vitesse de sédimen- 
tation, et que ces deux réactions quantitatives réflatent fidele- 
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ment l'état d’équilibre du sang dans ses relations avec le pro- 
cessus pathologique. I] faut en conclure que le parallélisme 
é6troit qui s’établit ainsi entre Vindice M-L et la réaction de 
sédimentation est l’effet, comme l’ont dit Fine et Dunlop, de 
absorption des substances nécrotiques formées en proportion 
de l’activité du processus tuberculeux et qui entrainent des 
modifications dans la teneur du sang en protéines; ces modi- 
ficalions se traduisant elles-mémes par des états physiques 
différents, tels que densité des hématies (accroissement du 
taux de sédimentation), et aussi par une surproduction de 
monocytes provoquée par les lipoides des bacilles tuberculeux. 
Cette hypothése trouve sa justification dans le fait qu’une dose 
appropriée de tuberculine injectée au cobaye tuberculeux 
détermine aussitét une élévation de l’indice M-L et simultané- 
ment un accroissement de la vitesse de sédimentation du sang. 

En résumé : 

1° Le rapport monocyte-lymphocyte est en corrélation étroite 
avec la vitesse de sédimentalion du sang, et les deux réactions 
sont des indicateurs fidéles de l’activilé de la tuberculose expé- 
rimentale. 

2° Le rapport monocyte-lymphocyte et la vitesse de sédi- 
mentation sont nelttement accrus par une inoculation de tube: - 
culine chez animal tuberculeux. 

3° L’avirulence relative des variantes S dissociées des cultures 
de bacilles tuberculeux bovins est en corrélation étroite avec 
les indications de pronostie bénin fournies par la mesure de 
l'indice monocyte-lymphocyte et par celle de la vitesse de sédi- 
mentation. 

4° La détermination de la vitesse de sédimentation peut étre 
effectuée 4 intervalles réguliers chez les animaux de laboratoire 
et elle fournit un élément utile de pronostic dans la tubercu- 
lose expérimentale. 


CONTRIBUTION A L’ETUDE EXPERIMENTALE DU BCG 


par J. BEERENS. 


(Institut Pasteur. Laboratoires de recherches sur la Tuberculose. ) 


A. — Essais d’exaltation de la virulence du BCG. 


De nombreuses recherches ont été entreprises en divers pays 
pour exalter la virulence du BCG. Dans ce but, on a essayé de 
diminuer la résistance des animaux inoculés avec ce germe, 
soit par des infections surajoulées, soit par des intoxications au 
moyen de toxines ou de poisons minéraux, soit par la famine, 
l'avitaminose, le refroidissement prolongé de l’organisme, les 
irradiations aux rayons X, etc. 

Toutes ces tentatives ont donné des résultats négatifs. Seuls 
quelques rares auteurs (Petroff, E. A. Watson, Hormaeche, 
Dreyer et Vollum, Much, Sasano et Medlar) out cru avoir réussi 
& restiluer sa virulence initiale au BCG dans certains cas, d’ail- 
leurs exceplionnels. Mais on sait aujourd hui, aprés les travaux 
d’un grand nombre d’expérimentateurs, parmi lesquels Zeyland, 
Saenz, de Sanctis Monaldi, Bruno Lange, Gerlach, Aldershoff, 
William Park, Boquet, Nélis, Stanley Griffith, etc., qu'il s’agis- 
sait, dans ces cas, non d'une reprise de la virulence du BUG, 
mais d'une contamination accidentelle des animaux inoculés. 

Kst-il cependant possible, par quelque artifice de laboratoire 
non encore employé, de rendre le BCG capable de déterminer 
chez Jes animaux sensibles des lésions de tuberculose évolu- 
tives et réinoculables? 

C'est pour tenter de répondre a cette question que nous 
avons entrepris, sur les indications de M. Calmelte, les expé- 
riences relatées dans ce travail. 


I. — EFrets DES INJECTIONS REPHETRES DE BCG cuEez LE COBAYE. 


Les réinoculations de microbes vivants a des animaux en état 
d'infection provoquée par une premiére infection non mortelle 
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ont souvent pour effet de déterminer des lésions de réaclivation. 

Calmette et Guérin ont montré en 1906 (1) que les bovidés, 
soumis plusieurs fois et & de courts intervalles a des réinféec- 
tions successives par le tube digestif, ne guérissent jamais, alors 
qu'une seule infection par la méme voie ne donne A ces ani- 
maux qu'une maladie bénigne dont ils guérissent et qui leur 
laisse une résistance marquée aux surinfections. 

A. Boquetet L. Négre ont, d’autre part, observé que si, avant 
la guérison complete d’un nodule provoqué par l'inoculation au 
cheval d'une émulsion de culture de eryptocoques de Rivolta, 
on pratique en d’autres points des inoculations successives de 
cet ascomycete, on provoque une réactivation du nodule qui 
aboutit & une extension de la lésion locale et & la généralisa- 
tion de l'infection mycosique. 

Nous avons soumis des cobayes a des surinfections succes- 
sives et a faibles intervalles (trois & cing jours) avec de fortes et 
de faibles doses de BCG, pour voir si les réinoculations répé- 
tées de ce germe ne modilieraient pas les propriéltés du BCG. 


4° Doses répélées de 1 milligramme de BCG. 


Exegéurence — 6 cobayes recoivent sous la peau de la cuisse droite 8 injec- 
tions de 1 milligramme de BCG 4 cinq jours d’intervalle. Aprés ces injections, 
tous les animaux présentent au point d’inoculation des abcés avec pus riche 
en bacilles acido-résistants (chez 1 cobaye l’abcés est apparu aprés la troi- 
siéme injection). 

Deux mois environ aprés la premiére injection, et trois semaines aprés la 
derniére, 2 cobayes sont sacrifiés. Ils présentent une légére hypertrophie de 
leurs ganglions inguinaux et sous-lombaires droits et de leurs ganglions 
trachéo-bronchiques. Les frottis des ganglicns’ sous-lombaires montrent de 
nombreux bacilles. L’ensemencement de ces ganglions sur milieu de Lowen- 
stein fournit une culture pure de BCG. 

Un mois et demi aprés la derniére injection de ce germe, les abcés locaux 
ont disparu. On refait aux 4 cobayes restants, sous la peau de la cuisse 
droite, 4 nouvelles injections de 1 milligramme de BCG, a trois jours d'inter- 
valle. Cette seconde série d’injections provoque chez tous les animaux, au 
niveau et autour du point d’inoculation, l’apparition d’un cedéme étendu, au 
centre duquel il se forme rapidement un abces. 

Trois semaines aprés cette seconde série de réinoculations, on sacrifie 
2 cobayes. Ils présentent de l’hypertrophie des ganglions inguinaux et sous- 
lombaires droits ainsi que des ganglions trachéo-bronchiques. L’ensemence- 
ment des ganglions et de la rate de ces cobayes sur milieu de Lowenstein 
donne des cultures de BCG. 


(1) Ces Annales, 20, aout 1906, p. 609. 
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On sacrifie les 2 cobayes restants deux mois et demi aprés la derniére 
inoculation. Seuls leurs ganglions trachéo-bronchiques sont légerement 
hypertrophiés. Leur ensemencement demeure négatif. 


2° Doses répétées de 0 milligr. 01 de BCG. 


Expérrence. — a) 6 cobayes recoivent par voie sous-culanée 30 injections, 
a deux jours d’intervalle, de 0 milligr. 01 de BCG. 

A la suite de ces injections répétées de faibles doses, il ne se produit 
aucun abcés. 

Aprés la vingt-huitiéme injection, 1 cobaye meurt de maladie intercur- 
rente; il présente une légére hypertrophie des ganglions inguinaux et sous- 
lombaires droits. 

Deux mois et demi aprés-la derniére inoculation, 1 cobaye meurt égale- 
ment avec une légére hypertrophie des ganglions inguinaux et sous-lombaires 
droits et trachéo-bronchiques. 

Cinq mois aprés la derniére inoculation, les 2 cobayes restants sont sacri- 
fiés; ils sont indemnes de toute lésion tuberculeuse ou suspecte. 

b) 42 cobayes recoivent par voie sous-cutanée, trois fois par semaine, 
0 milligr. 04 de BCG. On leur fait en tout 35 inoculations. Au cours de ces 
injections répétées, 1 seul cobaye présente au point d’inoculation un abcés 
qui se résorbe rapidement. 

Aprés la vingt-cinquiéme injection, 1 cobaye meurt; ses ganglions ingui- 
naux et sous-lombaires droits ainsi que ses ganglions trachéo-bronchiques 
sont hypertrophiés. L’ensemencement du ganglion sous-lombaire donne une 
culture de BCG, tandis que celui des autres ganglions et de la rate reste 
négatif. 

Cing mois et demi aprés la derniére inoculation, 2 cobayes sont sacrifiés. 
Ils ne présentent aucune Iésion. 

L’étude des réactions allergiques montre qu’aprés la vingt-cinquiéme injec- 
tion de 0 milligr. 01 de BCG tous les cobayes réagissent. Six mois aprés la 


cessation des injections, limile de notre observation, ils donnent encore des 
réactions positives. : 


Ces expériences prouvent que les injeclions sous-cutanées, 
répétées tous les cing jours, de 1 milligramme de BCG {av total 
12 injections) ou de 0 milligr. 01 tous les deux jours (au total 
35 injections), sont inoffensives. Les doses répétées de 1 milli- 
gramme ont déterminé l’apparition d’un cedeme et de pelits 
abcés au voisinage immédiat du point d’inoculation ainsi qu’un 
léger engorgement ganglionnaire. Ces lésions disparaissent 
ensuite sans laisser de traces. Elles sont en tous points compa- 
rables a celles signalées par Balozet au cours des inoculations 
sous-cutanées répétées de 5 milligrammes de BCG. Chez les 
animaux réinfectés avec 0 milligr. 01 de ce germe, on n’a noté 
qu'une seule fois une réaction d’intolérance (abcés). 
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Malgré les faibles doses de bacilles injectés (trente-cing fois 
0 milligr. 01), il a été possible d’obtenir des cultures” pures 
de BCG par l’ensemencement des ganglions et de la rate des 
cobayes sacrifiés. Comme Duprez, nous avons noté la persis- 
tance de la réaction tuberculinique plusieurs mois aprés l'arrét 
des inoculations répélées a faibles doses. 


If. — Errets pre PAssacGEs successirs pu BCG 
CHEZ DES COBAYES PLUSIEURS FOIS REINOCULES AVEC CE GERME. 


De nombreux auteurs se sont demandé si le BCG ne serait 
pas capable de récupérer son pouvoir pathogéne par des pas- 
sages successifs et rapprochés chez des animaux de laboratoire. 
Les expériences faites dans ce sens par Leuret et Caussimon, 
par Selbert et S. Goldberg, par Berger, Hunziker et Staehlin, 
par Togounowa, Migounowa et Bajdakowa, etc., sont demeurées 
négatives. 

Nous avons essayé de voir si, en associant les réinoculations 
répétées de BCG aux passages de cobaye 4 cobaye, on ne par- 
viendrait pas 4 d’autres résultats. 


Experience. — Du 19 octobre au 25 novembre 1931, 6 cobayes recoivent par 
voie sous-cutanée, de cinq en cing jours, 8 injections de 1 milligramme 
de BCG. Le 11 décembre, ils sont sacrifiés. Tous ont de l’hypertrophie des 
ganglions inguinaux, sous-lombaires droits et trachéo-bronchiques. L’ense- 
mencement de ces ganglions sur milieu de Léwenstein donne une culture 
de BCG. 

Deuxitme passage : du 11 février au 18 mars 1932, 4 cobayes recoivent tous 
les cing jours, sous la peau, 1 milligramme de BCG; en tout 8 injections. 
Un de ces animaux est sacrifié le 8 avril (trois semaines aprés la cessation 
des inoculations). Un ganglion inguinal et le sous-lombaire du cété droit 
sont hypertrophiés. La rate est légérement granuleuse. Ces organes sont 
broyés et ensemencés sur milieu de Lowenstein. Ils donnent une culture 
de BCG. 

Troisitme passage : du 31 mai au 10 juillet 1932, 4 cobayes recoivent par 
voie sous-cutanée, tous les cing jours, 1 milligramme de la culture précé- 
dente (soit en tout 9 injections). Le 10 aowt, un mois aprés la derniére inocu- 
lation, 2 sont sacrifiés. I/ensemencement des ganglions inguinaux et sous- 
lombaires hypertrophiés, et de la rate augmentée de volume et granuleuse, 
donne une culture de BCG. 

QOuatriéme passage : 4 cobayes recoivent, du10 au 25 septembre 1932, par 
voie sous-cutanée, de deux en deux jours, 7 injections de 1 milligramme de 
BCG de la méme culture. Le 9 décembre (soit quarante-cing jours aprés la 
derniére inoculation), 2 sont sacrifiés; ils ont des ganglions inguinaux el 
sous-lombaires droits augmentés de volume, mais non caséeux. La rate est 
hypertrophiée. Ces organes sont ensemencés et donnent une culture de BCG. 
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Cinquiéme passage : Du 13 janvier au {5 mars 1933, 4 cobayes regoivent par 
yoie sous-cutanée 11 injections de 4 milligramme de BCG de la culture pré- 
cédente. Le 7 avril, trois semaines apres la derniére inoculation, 2 sont sacri- 
fiés. Le BCG estisolé en culture des ganglicns inguinaux et sous -lombaires 
droits et de la rate légérement hypertrophiée. 

Sixiéme passage : Du 5 au 22 mai 1933, 4 cobayes recoivent par voie sous- 
cutanse 6 injections, chacune de 1 milligramme de la méme culture de BCG 
que les précédents. Le 6 juin, ils sont sacrifiés. Tous ont une légére hyper- 
trophie des ganglions inguinaux et sous-lombaires. Les rates sont normales. 


Ces six passages successifs de BCG de cobaye & cobaye, malgré 
les inoculations répétées de ce germe a chacun des animaux, 
n’ont pas réussi & déterminer chez eux ]’évolution d’une tuber- 
culose progressive. 

Certains des cobayes qui n’avaient pas 616 utilisés pour les 
passages d’animal 4 animal ont été conservés et sacriliés plu- 
sieurs mois aprés la fin des inoculations de BCG. On n’a jamais 
observé chez eux de réactions ulcéreuses. L’hypertrophie des 
ganglions inguinaux, des sous-lombaires et de la rate, ne fut 
que transitoire et a toujours disparu ultérieurement. Aucun de 
ces animaux n’a fait la moindre lésion viscérale. 


Ill. — Errers DES INOCULATIONS REPETBES DE BACILLES DE Kocu 
TUES PAR LA CHALEUR SUR DES COBAYES QUI ONT PREALABLEMENE 
REGU DE FORTES DOSES DE BCG. 


Les inoculations répétées de microbes morls & des animaux 
en état dinfection latente, mais incomplétement guéris, ont 
pour effet de déterminer des réactions de réactivation parfois 
assez importantes. C’est ainsi que Leclainche et Vallée ont 
observé l’éclosion du charbon baclérien, du charbon symptoma- 
tique et du rouget du pore aprés inoculation d'un virus-vaccin 
spécifique de ces maladies. Maurice Nicolle a constalé que, chez 
les cobayes guéris d'une infection par le bacille morveux, on 
peul provoquer par réinoculations successives de bacilles tués 
l’éclosion de la maladie. 

Boquet et Négre ont montré l'influence activanle des subs- 
tances ciro-graisseuses du bacille de Koch solubles dans l’acé- 
tone sur la tuberculose expérimentale du cobaye et du lapin. 

Nous avons essayé d’exalter la virulence du BCG par inocu- 
lations répétées de bacilles de Koch tués par chauffage a des 
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animaux préalablement infectés avec de fortes doses de bacilles- 
vaccin vivants, en y associant, comme dans les expériences 
précédentes, des passages de cobaye & cobaye. 


ExeiRIENCE. —4cobayes qui ont recu par voie sous-cutanée 10 milligrammes 
de BCG sont inoculés trois fois a dix jours d’intervalle avec 5 milligrammes 
de bacilles de Koch tués. 

Un mois aprés l’inoculation du BCG, un cobaye est sacrifié. Il présente de 
Yhypertrophie des ganglions inguinaux, sous-lombaires et trachéo-bronchi- 
ques. L’ensemencement de ces ganglions donne une culture de BCG. 

Deuxiéme passage: 4 cobayes recoivent par voie sous-cutanée 410 milli- 
grammes de BCG de la culture précédente. Ils sont traités par 4 injections 
faites de trois en trois jours, de 5 milligrammes de bacilles de Koch tués. 
Deux mois aprés l'inoculation du BCG, un cobaye meurt de maladie 
intercurrente ; il a des ganglions inguinaux, sous-lombaires et trachéo- 
bronchiques hypertrophiés. L’ensemencement de ces ganglions donne une 
culture de BCG. 

Troisieme passage: 4 cobayes recoivent par voie sous-culanée 10 milli- 
grammes de BCG de la culture précédente. Ils sont traités par 7 injections 
de cing en cing jours, de 5 milligrammes de bacilles de Koch tués. Sacrifiés 
entre trois et quatre mois aprés lVinoculation du BCG, ils ne présentent 


qu'une légére hypertrophie de leurs ganglions inguinaux et sous-lombaires 
droils. 


Ces trois passages successifs, chez des cobayes traités par 
des injections de bacilles tuberculeux morts, n’ont déterminé 
aucune reprise de virulence du BCG. 


IV. — Essals D'EXALTATION DE LA VIRULENCE pt BCG 
DANS LE LIQUIDE PERITONEAL DU COBAYE. 


Sur le conseil de M. Calmette, nous avons recherché si un 
séjour prolongé du BCG dans le péritoine du cobaye ne serait 
pas capable d’exalter la virulence de ce germe. Pour ces expé- 
riences nous avons utilisé des boules-piéges, minuscules ballons 
de verre de 0 cm. 580 cm. 75 de diamétre, munis d'un petit 
goulot ouvert, de 1 4.2 millimétres de diamétre. 


Expérience. — On place dans le périloine de 8 cobayes des boules-piéges 
ouvertes, renfermant une suspension de BCG titrée a raison. de 2 centi- 
grammes de corps bacillaires par cent. cube. Ces ampoules sont retirées 
aprés des temps variables. 

Apres étre resté plusieurs jours dans le péritoine, le contenu de la petite 
sphére prend un aspect séro-sanguinolent ; son goulot est obstrué par un 
bouchon purulent formé de leucocytes altérés, entre lesquels on peut voir 
du BCG en voie de désintégration. Les boules-piéges sont parfaitement 


Annales de UInstitut Pasteur, t. LI, n° 4, 1933. 32 


472 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


tolérées dans le péritoine des cobayes neufs. Elles ne provoquent aucune 
réaction de la séreuse.et se déplacent librement dans la cavité péritonéale. 

Les examens microscopiques du contenu de ces petites sphéres, retirées 
du péritoine aprés des temps variables, ont donné les résultats suivants : 

Aprés six jours, liquide riche en bacilles acido-résistants dont certains 
sont gréles et tordus; d’autres granuleux. Plusieurs leucocytes altérés ont 
englobé des éléments de BCG. 

Aprés onze jours, entre de rares bacilles qui ont leurs caractéres habi- 
tuels, on en trouve beaucoup d'autres qui sont gréles et franchement granu- 
leux. Plusieurs ont perdu leur acido-résistance. 

Apres trente jours, le liquide renferme encore un semis de fines granula- 
tions, conservant une disposition en batonnets. Ces granulalions sont peu ou 
pas acido-résistantes. 

Aprés trente-huit jours, on ne trouve plus de corps bacillaires acido-résis- 
tants intacts. 

L’ensemencement sur milieu de Lowenstein ou de Petragnani du contenu 
des sphéres qui ont séjourné moins de quinze jours dans le péritoine donne 
des colonies de BCG. Passé ce délai, bien qu’é l’examen microscopique du 
liquide on trouve encore des bacilles granuleux, l’ensemencement reste 
négatif. 

La méme expérience a été effectuée chez 8 cobayes préalablement ino- 
culés sous la peau avec 2 milligrammes de BCG. Sept semaines aprés cette 
inoculation, les boules-piéges contenant une suspension de BCG titrée a 
2 centigrammes par cent. cube ont été placées dans le péritoine de ces 
animaux. 

Apres dix jours de séjour dans la cavité péritonéale, les bacilles BCG con- 
tenus dans les ampoules ont tous un aspect granuleux; certains ont perdu 
leur acido-résistance. Au bout de dix-huit jours, on remarque entre les leu- 
cocytes des granulations faiblement acido-résistantes, groupées en ilots et 
donnant l'impression d’amas bacillaires en voie de désintégration. Au vingt- 
deuxiéme jour, on voit de rares bacilles granuleux. Aprés trente-cing jours, 
le liquide contient des bacilles en amas bien colorés, dont la plupart sont 
granuleux. 


Il semble donc que, chez les cobayes préalablement inoculés 
avec du BCG, la désintégration du BCG soit beaucoup plus 
rapide que chez!’animal neuf. Mais, aprés cette période, le BCG 
parait reprendre dans le liquide péritonéal sa forme primitive 
et son acido-résistance. 

Alors que, chez les cobayes neufs, la présence de la sphére 
dans le péritoine est bien tolérée et circule librement dans la 
cavilé péritonéale, chez les animaux préalablement inoculés 
avec le BCG la boule s’entoure d’une gangue de pus et s’en- 
kyste dans un repli du péritoine formant logette. Les réactions 
cellulaires sont donc plus prononcées chez ces derniers. 

Pour étudier les propriétés du BCG comparativement avec 
celles des bacilles virulents, nous avons refait les expériences 
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en plagant dans le périloine de cobayes neufs et de cobayes préa- 
lablement infectés avec 0 mgr. 001 de la souche bovine Vallée, 
des boules-piéges renfermant des suspensions de souches viru- 
lentes d’origine humaine ou bovine & la méme concentration 
que pour le BCG. 

Nous avons constaté que les bacilles virulents conservent 
plus longtemps que le BCG leur aspect normal dans le liquide 
périlonéal. Ce n’est que vers le quinziéme jour que les bacilles 
granuleux apparaissent. Au bout d’un mois, le liquide de la 
boule renferme encore de nombreux bacilles fins, granuleux et 
acido-résistants. Les ensemencements de ces liquides sur les 
milieux a l’ceuf n’ont été positifs que jusqu’au quinziéme jour. 

Le contenu des trois ampoules contenant du BCG et ayant 
séjourné un mois dans le péritoine d’un cobaye neuf a été 
inoculé sous la peau de 5 cobayes. Un mois aprés cette inocu- 
lation, ces animaux ont été éprouvés par injeclion intrader- 
migue d'une goutte de tuberculine brute diluée & 1/40¢. Ils ont 
réagi positivement. Sacrifiés plusieurs mois aprés, ils n’ont 
présenté aucune lésion tuberculeuse. 

Nous avons étudié également les propriélés sensibilisantes 
et prémunisantes d'une culture de BCG obtenue par ensemen- 
cement du contenu d'une ampoule restée dix jours dans Ja 
cavité péritonéale. Elle s’est comportée comme la culture de 
BCG normale. 


B. — Prémunition du cobaye 
par injections sous-cutanées répétées 
de faibles doses de BCG. 


A la suite de nos expériences qui avaient démontré l’inno- 
cuilé des injections sous-cutanées répétées de 0 milligr. 01 de 
BCG au cobaye, nous avons essayé de nous rendre compte si les 
animanx ainsi préparés et devenus allergiques sont plus résis- 
tants que les témoins 4 inoculation sous-cutanée de faibles 
doses de bacilles virulents. 

A. Calmette, L. Négre et A. Boquet avaient déja établi que 
l'injection sous-culanée au cobaye de 2 milligrammes de BCG, 
répétée dix fois tous les deux jours, confére a cet animal une 
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résistance plus marquée vis-a-vis d’une infection d’épreuve 
virulente que l’injection en une seule fois de la méme quantité 


de bacilles-vaccin. 


Expénrencr I. — Cinq mois aprés la cessation des 35 injections de 
0 milligr. 01 de BCG faites tous les deux jours, 2 cobayes vaccinés et 
2 cobayes témoins recoivent sous la peau 0 milligr. 0001 de culture bovine 
Vallée. 1 cobaye vacciné et 4 cobaye témoin meurent respectivement, quinze 
et vingt-deux jours aprés l’inoculalion d’épreuve, de maladies intercurrentes. 
Ils ne présentent aucune lésion. 

Quatre mois aprés inoculation d’épreuve, le cobaye prémuni restant et le 
cobaye témoin sont sacrifiés. Ce dernier présente des lésions ganglionnaires 
et viscérales généralisées. Le cobaye vacciné, au contraire, a des ganglions 
inguinaux et sous-lombaires hypertrophiés, ramollis, el des lésions de résis- 
tance sur la rale. Sur les poumons quelques rares tubercules. 


Expérience II. — Du 4° juin au 9 aout 1931, 6 cobayes recoivent, trois fois 
par semaine, une injection sous-cutanée de 0 milligr. 01 de BCG. On leur fait 
en tout 30 inoculations. 

Au cours des réinoculations, 2 cobayes meurent dinfection intercur- 
rente. 

Le 24 septembre, les 4 cobayes prémunis et 4 cobayes témoins sont 
éprouvés sous la peau avec 0 milligr. 0001 de culture bovine Vallée. 

Le 28 octobre, a) 1 cobaye témoin meurt (pseudo-tuberculose); il a une 
légére hypertrophie du ganglion inguinal droit et quelques tubercules sur 
les poumons; 

a) Un cobaye prémuni est sacrifié; il présente une légére hypertrophie des 
ganglions inguinaux et sous-lombaires droits; les autres organes sont 
indemnes. 

Le 31 octobre, a) 1 cobaye prémuni meurt (pasteurellose). Il a une légére 
hypertrophie des ganglions inguinaux et sous-lombaires, ainsi que quelques 
rares granulations sur la rate; rien a signaler aux autres organes; 

b) Un cobaye témoin, sacrifié le méme jour, montre des lésions ganglion- 
naires étendues, et plusieurs tubercules sur la rate. En outre, le processus 
tuberculeux commence a s’étendre aux poumons. 

Le 24 décembre, les 2 cobayes prémunis restants et 2 cobayes témoins 
sont sacrifiés. 

a) Prémunis : les ganglions inguinaux et sous-lombaires présentent un 
début de ramollissement. La rate est légerement hypertrophiée et il y a 
quelques rares tubercules sur les poumons. 

6) Témoins : grosses lésions ganglionnaires et de tres nombreux tuber- 
cules sur tous les organes. 


Expéerence III. — 6 cobayes recoivent par voie sous-cutanée 20 injections 
de 0 milligr. 01 de BCG 4 raison d'une tous les deux jours. 

Un mois aprés la derniére inoculation, les cobayes ainsi préparés et un 
nombre égal de témoins recgoivent sous la peau 0 milligr. 0001 de culture 
bovine Vallée. 

Quatre mois aprés l’inoculation d’épreuve les animaux sont sacrifiés. 

a) Chez les prémunis, les ganglions inguinaux et sous-lombaires sont 
hypertrophiés et caséeux. Les rates sont augmentées de volume et on ne 
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découvre quelques granulations que sur l’une d’elles. Plusieurs granulations 
sont visibles sur les poumons. 


6) Chez les témoins, on trouve de grosses lésions ganglionnaires caséeuses 
et une tuberculose viscérale généralisée. 


ExrErience IV. — 6 cobayes ont recu 10 injections sous-cutanées de 
0 milligr. 01 de BCG tous les deux jours. Sacrifiés quatre mois apres linocu- 
lation d’épreuve, les prémunis présentent des lésions plus prononcées que 
ceux de la série précédente, mais légerement moins étendues que chez les 
témoins. 


ll ressort de ces expériences que les injections sous-cutanées 
de 0 milligr. 01 de BCG, effectuées tous les deux jours et 
répétées 20 ou 30 fois, conférent aux cobayes une résistance 
manifeste 4 l’infection tuberculeuse d’épreuve réalisée par 
voie sous-cutanée avec 0 milligr. 001 d’une culture bovine 
virulente. 

Les doses totales de BCG employées, 0 milligr. 20 ou 
0 milligr. 30, sont incapables de donner & ces animaux la méme 
résistance lorsqu’on les introduit en une seule injection dans 
Vorganisme, Ce fait permet de penser que les réinoculations 
successives de ces faibles doses de BCG entrainent une multi- 
plication intense de ce germe dans le systeme lymphatique. 
Celle-ci est inoffensive et réalise une prémunition trés efficace. 


Conclusions. 


Les injections sous-cutanées rénétées de BCG au cobaye 
(1 milligramme tous les cing jours — au total 12 injections 
—, ou 0 milligr. 01 tous les deux jours, — au total 35 injec- 
tions, —) sont inoffensives. Les dosesrépétées de1 milligramme 
ont déterminé l’apparition d’un cedéme, de petits abcés au 
point d'inoculation ainsi qu'un léger engorgement ganglion- 
naire. Ces Iésions ont disparu sans laisser de traces. 

L’allergie cutanée a persisté six mois (limite de nos obser- 
vations) aprés la cessation des 35 injections de 0 milligr. 01 
de BCG. 

Si l’on effectue plusieurs passages successifs de BCG chez 
des cobayes inoculés & plusieurs reprises sous la peau avec 
4 milligramme de ce germe, ou bien traités par des injections 
sous-cutanées de bacilles de Kock virulents tués par la cha- 
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leur, on n’observe aucune reprise de la virulence du bacille- 
vaccin. 

Le BCG introduit dans une boule de verre ouverle dans la 
cavilé péritonéale du cobaye parait s’altérer morphologique- 
ment plus vite que les bacilles virulents. Les uns et les autres 
perdent leur aptitude a étre réensemencés sur les milieux a | 
Vceuf apres quinze jours de séjour dans la cavité péritonéale. 

Les cultures de BCG, obtenues de germes ayant séjourné 
dix jours dans le péritoine du cobaye, n’ont repris aucune viru- 
lence. Elles conservent les mémes propriétés sensibilisantes 
vis-a-vis de la tuberculine et les mémes effets prémunisants 
que la culture originelle. 

Alors qu’une Pen totale de 0 milligr. 20 ou de 0 milligr. 30 
de BCG, injectée en une seule fois sous la peau du cobaye, est 
incapable de conférer 4 cet animal une résistance neltement 
marquée vis-a-vis d’une inoculation d’épreuve, les injections 
sous-cutanées de 0 milligr. 01, répétées 20 & 30 fois tous les 
deux jours, donnent aux cobayes une résistance manifeste a 
infection tuberculeuse d’épreuve réalisée par inoculation sous 
la peau de 0 milligr. 0001 d’une culture bovine virulente. II est 
probable que ces réinoculations successives, quoique faites & 
faible dose, entrainent dans les organes lymphatiques une 
multiplication intense du BCG qui réalise une prémunition 
nettement efficace. 
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CULTURE DU SPIROCHETE DES POULES 
VIRUS VISIBLE ET INVISIBLE 


par E. MARCHOUX et V. CHORINE. 


RECHERCHE D’UN MILIEU 


Milieu de Galloway. — Galloway (1), et plus tard Galloway 
et Mathis (2), ont employé pour cultiver le spirochéte de la 
poule et celui de Ja musaraigne un milieu beaucoup mieux 
adapté a la multiplication de ces étres fragiles que celui qui 
avait réussi 4 Ungermann (3). 

Ce milieu comporte essentiellement un culot de blanc d’ceuf 
coagulé en position inclinée, immergé dans du sérum de lapin 
inactivé, additionné de cing parties d’eau physiologique ou de 
liquide de Ringer, recouvert d’une couche d’huile de vaseline 
de 1 a 2 centimétres de hauteur; au moment de l’ensemen- 
cement seulement, on y ajoute III gouttes de sang frais de 
lapin. Comme on le voit, ce milieu ne différe de celui de 
Noguchi que par l’addition de blane d’ceuf. 

Quand nous avons repris ces expériences, nous nous sommes 
heurtés a des difficultés imprévues. Si nous avons obtenu faci- 
lement un développement dans le premier tube, toute multi- 
plication s’est arrétée dans le second. Il devait évidemment se 
produire dans notre milieu un phénoméne que n’avaient pas 
rencontré Galloway et Mathis. 


Le pH favorable = 7,5 — 17,7. — Notre premier souci fut 
de nous adresser & la mesure du pH; nous l’avons trouvé dans 
nos tubes = & 8,2-8,3, c’est-a-dire A un taux d’alcalinité qui 
nous a semblé trop fort et que nous avons essayé d’abaisser 
par application de divers proeédés. Celui qui nous a donné le 


(1) C. BR. de la Soc. de Biol., 93, 1925, p. 1074. 
(2) C. R. de la Soc. de Biol., 94, 1926, p. 978. 
(3) Arbeit. a. d. Reichsgesundheitsamt.,1916, p. 52, et 54, 1918, p. 114. 
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meilleur résultat consiste & utiliser, pourla neutralisation, l’aci- 
dité d'une solution & 10 p. 100 de peptone de Witte ou de 
Chapoteaut. IIf gouttes de cette solution dont le pH =5,5-5,7, 
introduites dans 5 cent. cubes de sérum de lapin inactivé, 
dilué dans la proportion de 1 pour 5 parties d’eau physiolo- 
gique & 9 p. 1.000, ou bien dans 5 cent. cubes de sérum de 
cheval dilué a1 p. 10, ou bien dans 5 cent. cubes de sérum de 
beeuf dilué a4 p.7, raménent le milieu & pH 7,7, V gouttes 
le descendent 4 7,4-7,5. Voici, par une méthode qui, malgré son 
imperfection, nous a toujours donné satisfaction, les résultats 
comparatifs obtenus en complant le nombre des spirochétes 
dans un champ de microscope représentant un grossissement 
de 400 diamétres par emplois de Vobjectif DD et de l’oculaire 
2 de Zeiss. 


TABLEAU I. 


POURCENTAGE NOMBRE 
de ey 
spirochétes 
peptone par champ 


Milieu de culture sans peptone. . . 
Avec I goutte de solution, soit. . . 
Avec III gouttes de solution, soit . . 
Avec V gouttes de solution, soit . . 
Avec VII gouttes de solution, soit. . 
Avec X gouttes de solution, soit 


Les proportions de peptone les plus favorables sont repré- 
sentées par l’addition de III & V gouttes de la solution a 
10 p. 100. 

Cet ajustage doit étre fait peu de temps avant l'emploi, car 
il ne persiste qu'une dizaine de jours et tend constamment A se 
dérégler vers l’alcalinité. 

Les trois dilutions sériques ci-dessus désignées et de fabri- 
cation récente, aprés ensemencement de II gouttes de sang de 
poule infectée et séjour a l’étuve & 37°, donnent les résultats 
comparalifs que nous rapportons ici. Tous les essais ont porté 
sur trois séries de tubes, l'une sans peptone, la deuxiéme addi- 


tionnée de III gouttes, la troisitme de V goultes de la solution 
peptonée. 
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TaBieau II. 
NOMBRE DE SPIROCHETES 
de champ 
Te, ee 
24 heures 48 heures 
Sérum de cheval : fi a 
SUN SEDEIUOM Crier ae pe serie ean ores ae cee oal 4a 2 
Avec III gouttes de peptone. ........ 6 a7 15 & 16 
Avec V gouttes de peptone. ....7.... 5 a6 42.443 
Sérum de beuf : 
SOAMNSs PE PUOMG, sa nag cseael eae Uta aye ey eee We, dal 1a 2 
Avec III_gouttes de peptone. .-..........: 3 a4 42 
Avec V goultes de peptone. ..+...... 2a3 10 
Serum de lapin : 
SANS APEPLONE a crccias eniscen ens clel wiMeh tessa’ oes Ava 2 3 
Avee Ill gouttes de-peptone:.. =... .. 4 asd 12 a 413 
Avec V gouttes de peptone... . . . .. 2a3 6a 7 


Aprés quarante-huit heures, les spirochétes repiqués dans les 
milieux de méme composition ne se sont développés que dans 
le sérum de lapin. Mais l’adaptation s’obtient rapidement. A 
partir du quatriéme ou cinquiéme passage, la culture se fait 
aussi bien dans les trois sérums. Elle réussit méme dans le 
milieu de Galloway a pH = 8,2, bien qu’elle n’y soit jamais 
aussi luxuriante que dans le milieu peptoné. 

Voici, a titre d’exemple, une de nos expériences : 


Tasieau III. 


MILIEU DE GALLOWAY MILIEU PEPTONE 
nombre de spirochétes nombre de spirochétes 
par champ par champ 


— 
= 


coor rN Oo Ww 


43 janvier é passage : 


45 janvier passage : 
48 janvier 3° passage : 
24 Janvier ‘ 4° passage : 
23 janvier é 5° passage : 
26 janvier 6& passage : 
29 janvier 7@ passage : 


wohl => 
rocoto 
$o- A> So~ m- Mo Mo B- 
wn 


Nous avons vu par les expériences de Landauer (1) faites 
dans notre laboratoire que cette adaptation aux milieux les 
plus divers s’obtient avec facilité. 


(1) Ces Annales, 47, décembre 1931, p. 667. 
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Le glucose géne la culture. — L’addilion de glucose en 
solution stérilisée par filtration s'est montrée plutot nuisible a 
la multiplication microbienne. 


Tasieau IV. 
NOMBRE 
de spirochétes 
par champ 
Avec 0,05 p. 100 de glucose le développement est 
presque Normal namses cht on = ee es oe 20 a 30 
Ay OD 9p 5100 Pa OSPR AU erect eee See re 40 
Ac O29 MOOS GB just ys das seen ae we I es em 2a 5 
A O,8 gna. 400 Births, Sons. So peo: ss oct ae MOR MR cca ran 0 
A038 PRd OU tio ects a oy erase a ene Eee a ee 0 
A Alp: 200. SRG RNS: SAE ee 0 
Le glycogéne la favorise. — Cependant, l’abondance des 


spirochéles dans le foie des animaux malades nous a incités a 
rechercher si le glycogéne ne convenait pas mieux que le glu- 
cose comme aliment. 


TasLeau V. 
NOMBRE 
de spirochétes 

par champ 
Millen sans ely cogénem ts. to. ug. Gra) eee oein eee ee 20 a 30 
VOC O02, sp sel OU ee tame take ee ret cere ce eG ore ete 25 a 30 
Avec::0,06.p (100s ceiseretirs Sei tie.na eeeeN AMER ae eS 40 a5 
A viecs OFAN ped 00 A Se ree ohare te ae lel nee ene ere 50 a 70 
ArveciO72 Pendle, CARs. Le 1) Uae ator te) cern gh ek ge oe 30 a 40 
AVEC +053, P5800 ac soreness pas eke ce ocean a olen ute saan one 20 & 25 


Nos présomptions se sont réalisées et l’addition de glyco- 
géne au milieu se montre trés favorable 4 la culture des 
spirochétes. Le milieu qui nous sert couramment se trouve 
finalement ainsi composé : 


40 Sérum de cheval chauffé 3 fois pendant une 


Gem eure yaoi D8o.” oa: Gee! ee sos eee 10 cent. cubes 
ou sérum de lapin ou de boeuf traité comme le 
PRE CEMEMatca cacaie. Ses woes et clon yen ai ee 20 ~ 
2° Eau physiologique a 9 p. 1.000 stérile. . . . 100 — 
3° Solution a 10 p. 100 de peptone de Witte ou 
de. Chapoteautstérilisée =. (ice). Sie eee 2 — 
4° Glycogéne, solution a 2 p. 100, stérilisée par 
fillvationsovegcc Wise ek Osi ce oie ees ce 5 -- 


Ce milieu est réparti en tubes de12 millimétres dans lesquels 
on a coagulé du blanc d’ceuf en position inclinée et en quan- 
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lité telle que le blanc d'ceuf soit entiérement immergé. On 
recouvre le tout d’un tampon d’huile de vaseline de 41 a 
2 centimétres de hauteur. Ainsi composé, le milieu peut se 
garder pendant un ou deux mois sans altération. 

Au moment de l’ensemencement, on ajoute II a II gouttes 
de sérum, d’hémoglobine, ou mieux de sang défibriné frais 
d’ur animal quelconque. 


L’amidon soluble, ni la dextrine, ne peuvent remplacer le 
glycogéne. — Nous avons essayé de substiluer au glycogéne 
une solution au méme titre d’amidon soluble. 

La premiére culture se fait normalement, mais dés la 
deuxiéme les germes souffrent, et finalement la culture reste 
aussi pauvre dans ce milieu que dans celui quine renferme pas 
de glycogéne. 

La dextrine que nous avons employée a été préparée par 
hydrolyse de l’amidon poussée jusqu’a donner une coloration 
acajou avec /iode, neutralisation et précipitation & deux 
reprises par l’alcool absolu. Aprés dessiccalion, nous l’avons 
dissoute & raison de 2 grammes p. 100 d’eau distillée. Cette 
solution ajoutée au milieu nous a d’abord donné de beaux 
espoirs. La premiére culture était particuliérement riche, mais 
la deuxiéme déjas’est développée plus pauvrement que le milieu 
tout simple sans glycogéne. 

Répétés a plusieurs reprises, les résullats se sont montrés 
constamment identiques. 

Toutes les expériences ci-dessus rapportées ont été faites 4 
partir du sang de poule infectée. 


Cultures a partir du sang d’argas. —_Il est trés facile dans le 
milieu ainsi étudié d’oblenir la culture des spirochétes en par- 
tant du sang de poule infectée. Nous avons tenu & savoir si ces 
organismes poussent aussi facilement quand on les puise dans 
le sang des argas. Marchoux avec Borrel (1) d’abord, puis avec 
Couvy (2) a conslaté que le sang de ces acariens renferme 
toujours des spirochétes visibles et colorables, mais que ces 
éléments parasitaires y varient de quantité et de dimension. 


(1) C. R. Soe. de Biol., 58, 1905, p. 362. 
(2) Bull. Soc. Path. Erot., 8, 1912, p. 63. 
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Il s’en trouve de tellement gréles qu’ils sont a la limite de la 
visibilité et méme d’autres qui la dépassent. 

Pour obtenir des cultures pures, il convient de procéder a 
une opération préliminaire qui a pour but de dégager aulant 
que possible des germes qu’elle porte l’enveloppe chitineuse de 
lacarien. A cet effet, on les plonge pendant quinze a vingt 
minutes dans une solution phéniquée a 5 p. 100; puis, on les 
débarrasse de l’antiseptique en les lavant dans un bain d’éther ; 
finalement, on les séche sur une gaze ou un papier stériles. Les 
arthropodes sortent de 1l& encore parfaitement vivants, mais 
endormis, ce qui facilite la prise de sang. 

Pour procéder & celle-ci, avec une pince fine et stérile, on 
saisit un acarien par le bord de sa carapace et, avec un fin 
ciseau stérilisé, on tranche une & une toutes les pattes. Il sourd 
de chacune une goultelette liquide qu’on recueille en l'appli- 
quant délicatement sur un tube effilé dans lequel elle monte 
par capillarité. En employant un certain nombre d’argas, on 
peut recueillir une quantité notable de sang dans leque! on voit 
un spirochéte par deux champs environ. 

En procédant avec de telles précautions, nous avons obtenu 
9 fois des cultures stériles sur 13 tentatives. Voici l'une d’entre 
elles & titre d’exemple : 


Expérience 1. — De 13 argas, on a retiré environ 1/50 de centimétre cube 
de sang qui est introduit dans le milieu de culture habituel le 10 mars 1932. 
Le 44 mars, on voit apparaitre des spirochétes tres mobiles dont le nombre 
croit par passages successifs et atteint finalement 30 4 50 exemplaires par 
champ. 


Cette culture est parfaitement virulente comme le prouve 
lexpérience suivante : 


Exp&RIENCE 2. — Le 14 mars 1932, on inocule 4 une poule 1 cent. cube dela 
culture provenant du deuxiéme passage a partir du sang d’argas et Agée de 
quarante-huit heures. La température de la poule, le 18, atteint 43°3 et le 
sang renferme de nombreux spirochétes. 


Il est donc parfaitement possible, avec une bonne technique, 
d’obtenir une culture virulente de spirochétes en partant du 
sang d’argas au lieu du sang de poule. 
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ENTRETIEN DES CULTURES 


Le nombre des germes croit avec la fréquence des repiquages. 
— Galloway et d’autres conseillent de repiquer les cultures 
tous les quatre jours. En effet, la fertilité est favorisée par la 
fréquence des repiquages. En restant dans des limites aussi 
bréves, on arrive & obtenir jusqu’a 100 spirochetes et plus par 
champ. Mais la sujétion de repasser tous les quatre jours les 
spirochétes sur un milieu neuf devient une géne lorsqu’il 
s'agit d’entretien prolongé. Aussi, nos cultures ont-elles fait 
l'objet de recherches ayant pour but de déterminer quelle était 
la durée la plus longue de leur survie vériliée par repiquage 
fertile. Par réensemencements successifs, nous obtenons s’ils 


se produisent : 


Tous les quatre jours, en moyenne. .... 30 4 50 spirochétes. 
Tous les huit jours, en moyenne. ..... 6 4 15 — 
Tous les quinze jours, en moyenne. ... . 4a 5 _ 
Tous les vingt et un jours, en moyenne... 1a 2 — 


Il convient de remarquer que la réussite d’un repiquage au 
bout de quinze jours et a fortior: de vingt et un jours est 
exceptionnelle. Mais dés le moment qu’on trouve un seul spi- 
rochéte vivant il est toujours possible par réensemencements 
répétés & courtes périodes de remonter Ja richesse des cultures. 

De nos recherches, il ressort que dix jours représentent 
Vintervalle moyen le plus Jong aprés lequel la survivance des 
germes et la virulence des inoculations soient constamment 
assurées. La virulence pour une méme quantité de liquide 
inoculé baisse en effet avec l'age des cultures. A partir de 
treize ou quinze jours ]’infection n’est plus sirement produite 
par la dose ordinairement employée. 


Expértence 3. — 1 poulet recoit 1 cent. cube d’une culture de neuf jours, le 
23 mai 1932. Le 26 mai, la température, qui jusqu’alors se maintenail autour 
de 4195, est monlée a 43°. Le sang renferme des spirochétes. 

Exekrrence 4. — 1 autre poulet recoit le méme jour 1 cent. cube d’une cul- 
ture de treize jours. Il n’a pas eu de modification marquée de la température, 
ni de spirochétes dans le sang jusqu’au 9 juin, comme ont permis de s’en 
assurer des examens quolidiens. Il a résisté 4 une inoculation virulente ulté- 
rieurement faite en méme temps qu’a un témoin qui a été infecté. 
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Une culture de neuf jours donne l’infection, tandis qu’ino- 
culée en quantité égale une culture de treize jours n’infecte 
plus, mais confére l’immunité. 


La virulence des cultures baisse au prorata du nombre de 
spirochétes qu’elles renferment. — Des résultats identiques ont 
été enregistrés aprés inoculation de cultures de dix-sept, vingt 
et un jours, celles de yingt-cinq et vingt-six n’ont donné ni 
infection, ni immunité. 

Il est d'ailleurs facile, par un examen microscopique précé- 
dant immédiatement linoculation, de préjuger du succés de 
celle-ci. Tant qu’on ne trouve pas au moins un spirochéte 
vivant par champ, on peut étre sir que l’infection ne se pro- 
duira pas. Cette observation constamment contrdlée prouve 
donc que la baisse de virulence des cultures en proportion 
du temps qui s’écoule entre deux repiquages doit s’entendre 
seulement pour les cultures et non point pour les spirochéles, 
car dés que ces germes s’y trouvent en nombre suffisant la 
virulence reste la méme. C’est ainsi qu’aprés quarante-huit 
heures de séjour & l’étuve, le quarante-deuxiéme passage d une 
suite dont le premier terme remonte 4 cing mois dix-neuf jours 
auparavant, contenant 40 germes par champ, infecte a la dose 


de 0 c. c. 5 un poulet qui est mort de spirochétose en huit 
jours. 


La culture ne se fait bien qu’a 37°. — Il ne nous a pas paru 
que la température de 30° fui la température optima de culture 
des spirochétes comme l'indique Galloway. 

Nous avons recueilli des spirochétes sur une méme poule 
infectée et les avons semés dans trois séries de tubes qui ont 
été conservées : la premiére & la température du laboratoire 
18-20°, la deuxiéme a 30°, la troisitme & 37°. A la température 
du Jaboratoire le spirochéte ne pousse pas du tout. A 30°, il se 
développe lentement. La culture reste toujours pauvre, mais 


conserve sa virulence tant qu’on y voit un spirochéte par 
champ. | 


ExpErience 5. — Une poule a recu, le if mai 1932, 1 cent. cube de culture 
de quatre jours au troisitme passage, cultivée 4 la température de 30°. A 
lultramicroscope, on voit dans cette culture 4 spirochétes par champ. 
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TasLteaAu VI. — Influence de la température, 


2° PASSAGE 
3° PASSAGE 
4@ PASSAGE 
5e PASSAGE 
6€ PASSAGE 
T& PASSAGE 


J 
we be 4&° PASSAGE 


> > 
ow 


La poule a présenté de trés nombreux spirochétes dans le sang et elle est 
morte deux jours plus tard. 


EXPERIENCE 6 (26 mai 1932). — Une poule, inoculée avec 3 cent. cubes de 
culture de sept jours, 4 30°, 2 son cinquiéme passage, tube 1 du tableau pré- 
cédent, présentant de trés rares spirochétes, n’a pas pris l'infection encore 
le 17 juin. Réinfectée ce méme jour avec la souche virulente, elle s’est 
montrée immunisée. 


A 37°, dés le premier passage, on comple 15 spirochétes par 
champ et le nombre en augmente eucore dans les passages sui- 
vants. Les inoculations faites se montrent virulentes. 

Tous nos essais de culture & 40° sont demeurés infructueux. 


Les spirochétes redoutent l’oxygéne. — Landauer a montré, 
dans notre laboratoire, que les spirochétes ne prospérent pas 
en vie striclement anaérobie, cependant ils craignent l’exposi- 
tion massive 4 l’air. Aussi, est-il indispensable, pour leur per- 
mettre de vivre et de se multiplier, de les protéger par un 
tampon d’huile de vaseline qui ne les isole pas complétement, 
mais leur évite l’action brutale du gaz oxydant. 

On peut remplacer l’huile de vaseline par d'autres substances 
qui jouent le méme role. 

Chorine et Goldie (1), dans notre laboratoire, par un procédé 
qui avait réussi 4 Goldie pour faire vivre en présence de l’air 
des germes anaérobies, ont réussi & obtenir la multiplication des 


(1) C. R. Soc. de Biol., 440,18 juin 1932, p. 536. 


y/ 
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spirochétes dés le premier isolement en additionnant simple- 
ment le milieu de quelques gouttes d’une culture chauffée & 
50° pendant un quart d’heure. 

Il s’agit 1a, évidemment, d’une action réductrice produite 
par une substance jusqu‘alors indéterminée dont la réalité 
nous a été indiquée par la décoloration partielle du bleu de 
méthyléne dans le milieu qui la contient, et qui jouit d'une 
propriété sans doute analogue 4 celle que nous avons trouvée 
dans l'emploi de germes avides d’oxygéne. 

Nous nous sommes adressés tout d’abord au Bacillus subtilis 
qui semblait tout indiqué par ses propriétés bien connues. 
Sur les conseils de M. Roux, nous avons utilisé ce germe en le 
cultivant dans un large tube autour d'un sac de collodion ou se 
trouvaient les spirochétes. Bien entendu, le milieu était le 
méme a lintérieur et & l’extérieur du sac, celui qui convient 
aux germes en spirale. La multiplication de ceux-ci s'est faite 
sans difficulté. 

Mais la confection de sacs dans lesquels il faut coaguler le 
blanc d'ceuf est trés laborieuse. 

Pour simplifier, nous avons cultivé Je spirochéte en tubes 
disposés sur un léger tampon de coton dans le long col d’un 
ballon fermé & lembouchure par un bouchon de caoutchouc. 
Le ballon rempli de bouillon permeltait au B. swbtilis, en se 
cultivant, d’absorber l’oxygéne de lair enfermé dans le col. 
Ces conditions permettent la culture facile des spirochétes. 
Mais comme celle-ci est. invisible & l’ceil nu, par risque de la 
géner, on ne peut ouvrir le ballon pour en suivre quotidien- 
nement le développement, ce qui est une géne. 

Nous avons alors procédé & l'ensemencement collectif des 
deux germes dans le méme tube. Le premier passage nous a 
donné jusqu’a 30 spirochetes par champ, mais au troisi¢éme- 
passage la culture est devenue tellement pauvre qu'il a fallu 
abandonner cette technique. 

L’alcalinilé produite par le B. subtilis est trop forte et, par- 
tant, nuisible. Il nous a fallu chercher un autre germe qui,. 
peut-étre moins réducteur, Itt susceptible cependant de pro- 
téger suffisamment les spirochétes. 

Le deuxiéme vaccin charbonneux s‘est montré peu satis- 
faisant. 
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Cultures associées au Bacillus evcarians.— Maisdans un bacille 
sporulé voisin du B. megather/um et totalement dépourvu de 
virulence pour tous les animaux de laboratoire nous avons 
trouvé l’auxiliaire que nous cherchions. Ce bacille, dont les 
caractéres ont été déterminés dans notre laboratoire par 
M"* Crochet et Rodieux (1), a été dénommé Bacillus eucarians 
(de euxaplos , favorable). 

En présence de ce germe, les spirochétes se multiplient 
abondamment, souvent méme plus que dans les cultures pures. 
En quarante-huit-soixante-douze heures, nous voyons jusqu’a 
100 germes spiralés pur champ. 

Voici, & titre d’exemple, la marche de la culture dans deux 
tubes d’un méme ensemencement. 


Tasteau VII. 
NOMBRE DE SPIROCHETES 


AGE par champ 
de la culture RE ai OO ee 
Tube 1 Tube 2 
AG OUI aieayenketlse car eyo, aia eeg Seo st ae 3 Tail 
PUAOWL ES oom Giro eo PORNO Ee pO IR acre Ont 20,7 26,8 
SOULS ute eure her foasic A Melis Ge Oey IEG 100 3,7 
WE OMER Schon’ Coot Op Seen ae pA Gok arate 32 0 
BBL OUTS Spa ecsatire necks Melua kec aces he acer ke 2,7immobiles G 
GHOUrS A ecea eels 2) a yce unas o 0,4 0 


D'aprés lexpérience ci-dessus, on voit que la culture se 
développe rapidement; elle périclite aussi trés vite, beaucoup 
plus vite que les cultures pures. Comme !’ont montré, dans 
notre laboratoire, Chorine et Prud’homme (1), la mort des 
spirochétes coincide avec l’acidification du milieu & pH =6,5. 
Ce pH est atteint dans les cultures impures en quatre-six jours 
et dans les cultures pures en treize-quinze jours. 

Si le spirochéte est mort, le bacille continue a se développer. 
Aprés avoir fait croitre l’acidité, il produit de l’'ammoniaque 
qui, au début, tempére l'acidification, puis prend le dessus et 
remonte le pH progressivement jusqu’a 8 et plus. 

Il y a donc dans cette association microbienne, symbiose au 
début qui favorise le développement du germe le moins résis- 
tant jusqu’au moment ot le jeu normal de la vie du bacille, 


(1) C. R. Soc. Biol., 142, 4 mars 1933, p. 84'. 
(2) C. R. Soe. Biol., 412, 4 mars 1933, p. 839. 


Annales de V institut Pasteur, t. LI, n° 4, 1933. 33 


488 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


plus fort, transforme de protecteur en néfaste le réle qu'il 
joue vis-a-vis du spirochéle, plus fragile. 

Ces conditions biologiques commandent l’emploi de ceriaines 
régles nécessaires pour assurer la vie symbiotique. Il convient 
d’ensemencer largement le spirochéte avec V-VII gouttes de 
la culture précédente et, tres pauvrement, le bacille ewcarzans 
dont les quelques gouttes de sang qu’on ajoute au milieu con- 
tribuent encore a ralentir le développement. 

En observant de telles précautions, on parvient a rendre la 
symbiose plus solide et & cultiver le spirochéte en présence du 
bacille, méme sans le concours du blanc d’euf. Nous avons pu, 
par cette méthode, entretenir la culture associée jusqu’au 
soixante-deuxiéme passage. Ces cultures associées sont aussi 
virulentes pour les poules que les cultures pures. 

Expérrence 7. — Une poule de 2.150 grammes a été inoculée le 20 février 
4933, avec 1 cent. cube d’une culture associée de quarante-huit heures au 


cinquantidme passage. On y voit 17 spirochétes par champ. La poule a des 
spiruchétes le 23 et une température de 42°8. Elle s’est rétablie. 


Associées, les cultures baissent plus vile de virulence que 
quand elles sont pures et, comme celles-ci, en raison de la 
diminution du nombre des spirochétes qui subsistent. 


Expérience 8. — Une poule de 2.460 grammes recoit le 1e° décembre 1932 
1 cent. cube de culture associée au seiziéme passage, Agée de cing jours, 
avec 4-5 spirochetes immobiles par champ. Elle a marqué un léger mouye- 
ment fébrile les 9, 10 et 41 décembre avec élévation du thermométre jusqu’a 
4205, mais elle n’a jamais eu de spirochétes. Inoculée le 13 décembre avec du 
_ sang riche en spirochétes, elle reste parfaitement bien portante. 


Les cultures associées, quand elles renferment moins de 
1 spirochéte mobile par champ, ne donnent donc plus la maladie, 
mais elles immunisent. A partir du moment ow tous les germes 
spiralés sont morts, il n’y a plus ni infection, ni immunilé. 


LES SPIROCHETES PASSENT PAR UN STADE 
INVISIBLE ET VIRULENT 


On en trouve trés vite dans le sang des poules piquées par 
des argas. — Il nous est arrivé fréquemment d’observer la 
mort en douze-dix-huit heures d’une poule qui avait passé une 
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seule nuit dans un bac peuplé d’ Argas persicus (1). La richesse 
de notre élevage nous incitait & attribuer cette mort rapide & 
une intoxication par le venin de ces acariens. Mais, en suivant 
réguliérement la température de ces volailles, nous avons 
constaté chez celles qui survivaient une montée parfois tras 
accentuée dés la douzieme-quinziéme heure. Il semblait donc 
s’agir, non d’une intoxication, mais d’une véritable infection. 
Cependant, l’examen réitéré et trés attentif du sang nous a 
convaincus qu’on n’y rencontrait aucun microorganisme sus- 
ceptible d’expliquer cette montée du thermométre. L’injec- 
tion d'un peu de sang de ces animaux A des poules saines nous 
a éclairés rapidement et nous n’avons pas vu sans surprise se 
produire une infection & spirochétes. 


Expértence 9. — Une poule a élé mise dans le bac aux argas, le 25 février 
1932, a 18 heures; elle en est sortie le 26, 4 8 heures, et elle a été saignée le 
méme jour a 16 heures. 5 cent. cubes de son sang, dans lequel on ne trouve 
aucun microorganisme, sont inoculés 4 une poule neuve. Le 3 mars, cette 
poule a une lempérature de 43° et on trouve des spirochétes dans un frottis 
fait avec son sang. 


Ce virus infravisible prélevé dans le sang de poule ou d’argas 
ne filtre pas. — Un grand nombre d’expériences semblables 
faites par inoculalion de moindre quantilé de sang et jusqu’a 
1/20 de cent. cube nous ont donné un résultat identique. 
Déja, seize heures aprés l’entrée de la poule aux argas, l’infec- 
.tion est possible, méme quand i! n’y a aucune modification de 
la température ; elle l’est encore pendant les quatre jours qui 
s’écoulent avant celui ot les premiers spirochétes se montrent 
et que s’éléve brusquement la température. 

Ce virus, qu’aucun moyen d’exploration microscopique ne 
permet de mettre en évidence, appartient apparemment 4 la 
catégorie des germes infravisibles qu'on sépare, en général, 
par filtration. Contrairement & notre attente, la filtration du 
plasma virulent étendu de sept fois et méme de quinze fois 
son poids d’eau physiologique et additionné d'un test micro- 
bien qui vérifie étanchéité du filtre a arrété le virus sur la 
paroi poreuse, soit de silice (bougie Berkefeld N), soit de por- 
celaine dégourdie (bougie Chamberland L2) ou de collodion. 


(1) E. Marcnoux et V. Cuoring. C. R. Soc. Biol., 104, 17 mai 1930, p. 259. 
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Expkrtence 10. — Filtration sur bougie Berkefeld. — On a prélevé chez une 
poule, quarante-huit heures aprés son entrée dans le bac aux argas, 10 cent. 
cubes de sang qui ont été immédiatement additionnés de leur volume d’eau 
citratée a 15 p. 1.000. Le mélange a été centrifugé et le plasma surnageant est 
recueilli et dilué de quatre fois son volume d’eau physiologique, soit étendu 
finalement de neuf fois son volume de liquide inerte. A cette dilution ona 
ajouté une dilution de B. prodigosus et on a passé le tout sur une bougie 
Berkefeld N sous pression négative de 25 cent. de mercure. La filtralion a 
duré dix minutes. Le bouillon ensemencé avec le filtrat est demeuré 
stérile. 

4° Une poule de 2.130 grammes recoit dans le muscle pectoral 1 cent. cube 
de plasma citralé, soit 1/2 cent. cube de plasma pur. Huit jours plus tard, 
la poule avait des spirochétes. 

2° Une deuxiéme poule de 2.110 grammes a recu 10 cent. cubes du filtrat. 
Elle est reslée indemne. Vingt-sept jours plus tard elle a regu 1c. c. 5 de 
sang A spirochétes et, deux jours plus tard, elle a été infectée. 


Expérience 11. — Filtration sur bougie Chamberland. — 5 cent. cubes de 
plasma citraté prélevés sur une poule quarante-huil heures aprés son entrée 
dans le bac aux argas sont additionnés de 32 c. ¢.5 d'eau physiologique, 
cest-a-dire mis en dilution a | p. 15. Ce liquide est filtré sur bougie Cham- 
berland L2 et sous pression négative de 20 cent. de Hg en présence de 
B. prodigiosus. La filtration a duré quinze minutes. Le fillrat ensemencé en 
bouillon n’a pas poussé 

4° Une poule-témoin quia recu 2 cent. cubes de plasma citralé et non 
filtré, c'est a dire 4 cent. cube de plasma pur, prend la spirochétose quatre 
jours plus tard. 

2° La poule quia recu 30 cent. cubes de filtrat, soit 2 cent. cubes de plasma 
pur, est restée indemne. Seize jours plus tard, elle recoit 2 cent. cubes de 
sang infecté. Elle a des spirochétes trois jours plus tard. 


On sait que la perméabilité du collodion augmente avec la 
proportion d’alcool, mais que la solubilité de la nitrocellulose 
décroit de méme. Des sacs préparés avec un mélange de 
70 p. 100 d’alcool et de 30 p. 100 d’éther ont arrété le virus 
aussi bien que le collodion & 50 p. 100 d’éther et d’alcool. 


Expbérience 12. — Filtration sur collodion. — Le collodion quia servi 4 faire 
le sac était une dissolulion de nitrocellulose 4 6 p. 100 dans un mélange a 
parties égales d’alcvol 4 96° et d’éther. 

10 cent. cubes de sang prélevés sur une poule quarante-huit heures aprés 
son entrée dans le bac aux argas ont élé additionnés de 10 cent. cubes d’eau 
citratée a 15 p. 1.000 et centrifugés. Le plasma citraté recueilli a été filtré au 
travers du sac sous la pression de 41 cent. de Hg. 

{° Une poule témoin qui a regu 5 cent. cubes de plasma citraté avant filtra- 
tion a eu la spirochétose quatre jours plus tard. 

2° La poule qui a regu 5 cent. cubes du filtrat est restée indemne. Cin- 
quante jours plus tard l’injection de 1 cent. cube de sang infecté lui a donné 
une spirochétose typique. 
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fl est donc bien établi-par nos expériences que le virus infra- 
visible contenu dans Je plasma ne passe pas au lravers des 
filtres. 


Il ne reste pas fixé sur les globules. — Restait & savoir si les 
globules qui ont été écartés par centrifugation n’en gardent 
pas une part. A cet effet, on les a recueillis & part et lavés a 
Peau physiologique. L’inoculation en est demeurée inoffen- 
sive. 


Experience 13. — 20 cent. cubes de sang ont élé prélevés sur une poule 
infeclée, additionnés d'une égale quantité d’eau citratée et centrifugés dix 
minutes a grande vitesse. Le plasma a été retiré et les globules lavés trois 
fois a Veau physiologique, puis repris dans 10 cent. cubes du méme liquide. 

4° Une poule a recu 1 cent. cube de plasma citraté, soit 1/2 cent. cube de 
plasma pur; elle a eu des spirochétes le cinquiéme jour et elle est morte le 
sixiéme. 

2° Une deuxiéme poule a recu 5 cent. cubes d’émulsion de globules lavés, 
soit la quantité contenue dans 10 cent. cubes de sang. Vingt jours plus tard 
elle était toujours bien portante. Une inoculation virulente l’a infectée en 
deux jours. 


Nous avons essayé de précipiter par centrifugation rapide le 
virus dans le fond du tube. Mais le liquide s’est montré aussi 
virulent & la surface qu’au fond. 


Expénience 14. — 10 cent. cubes de sang sont prélevés sur une poule vingt- 
quatre heures aprés son entrée dans le bac aux argas, dans 10 cent. cubes 
d’eau citratée. Le mélange centrifugé est doucement décanté. Je plasma 
recueilli est dilué encore de son volume d'eau physiologique, ce qui repré- 
sente une dilution au quart. Ce mélange est soumis pendant une demi- 
heure a une centrifuge tournant a 12.000 tours-minute. Les couches super- 
ficielles ont été recueillies délicatement de méme que les couches du fond. 
1/2 cent. cube des unes et des autres ont provoqué une infection 4 spiro- 


chétes. 


Si, ainsi que le pensent Marchoux et Couvy (1), il y a chez 
largas un stade infravisible des spirochétes, peut-étre peut-on 
mieux que dans le sang de la poule les isoler par filtration. 


Expérience 145. — I. On broie 30 argas et on passe sur un tamis, aprés 
Yavoir additionnée de 20 cent. cubes d’eau physiologique, la pulpe ainsi 
obtenue. Les gros débris restent. sur le tamis, il passe un liquide qu’on 


(1) E. Marcuoux et L. Covvy. Argas et spirilles. Bull. Soc. Path. Exot., 8, 
1912, p. 63. 
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injecte 4 une poule. Cet animal, cing jours plus tard, présente une ascension 
thermique a 43°5 et son sang renferme des spirochétes. 

II. Du méme élevage on préléve 30 autres argas qui sont traités de méme. 
La pulpe, reprise par 50 cent. cubes d’eau physiologique, est tamisee, le 
liquide obtenu filtré sur papier, puis passé sur ane bougie Chamberland L2, 
sous pression négalive de 25-27 cent de Hg. La filtration dure quinze 
minutes. Le fillrat examiné a l’ultra-microscope ne renferme que de minimes 
particules. On n’y voit pas de spirochétes, soit sur fond noir, soit apres colo- 
ration. Le filtrat ensemencé n’a pas donné de culture. 

Une poule en recoit 30 cent. cubes. Vingt jours plus tard, elle était tou- 
jours indemne. On lui inocule 2 cenl. cubes de sang de poule infectée. Deux 
jours plus tard, elle a 43°3 de température et des spirochétes dans la circu- 
lation. 


S’il existe un virus infravisible dans le sang d’argas, celui-ci 
est retenu sur le filtre comme celui qui se rencontre dans le 
sang de poule. 


Il existe du virus infravisible dans les cellules du foie et de 
la rate. — Marchoux et Couvy (1) ont vu que des glandes sali- 
vaires d’argas peuvent, sans qu’il soit possible d’y reconnaitre 
une forme spirochétienne, donner l'infection au paddah, ces 
formes infravisibles s’y trouveraient donc dans les cellules. En 
est-ilde méme chez la poule ? Peut-on Jes rencontrer en dehors 
de la circulation, vivant de la vie intracellulaire et subissant 
peut-ctre au cours de cet habitat les transformations qui les 
aménent a la forme spiralée ? 

Pour essayer de nous en rendre compte, nous avons intro- 
duit par l’aorte d'une poule qui avait couché dans le bac aux 
argas un liquide de perfusion jusqu’a ce que celui-ci sorte 
parfaitement clair et qu’il ait ainsi débarrassé les organes de 
tout le sang qu ils contiennent. Il a fallu pour y parvenir faire 
passer 2 litres de liquide de Ringer en quarante-cing minutes. 

Des fragments de foie, de rate et de cerveau ont été prélevés 
apres l’opération. Chacun d’eux a été broyé & part et réduit en 
une pulpe qui a élé injectée & trois poules différentes. Des 
frottis et des coupes nous ont convaincus que dans aucun de 
ces organes on ne trouvait de spirochétes. 

Des trois poules inoculées, deux ont pris l’infection, celles 
qui avaient recu le foie et la rate. Quant au cerveau, il s’est 
révélé dépourvu de tout caractére virulent. 


(1) E. Marcnoox et L. Couvy. Ces Annales, 27, 1913, p. 621. 
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Expkérience 16. — Une poule, mise aux argas le 7 mars 1932, a 17 heures, a 
été tuée le 9 mars a 16 heures. Le sang recueilli dans un vase 4 pied stérile 
a été additionné d’eau citratée a 15 p. 1.000. 

On a tranché le col de la poule et ouvert le thorax. Une canulea été intro- 
duite et ligaturée dans l’aorte descendante au-voisinage de la crosse et 
Yoreillette droite a été ouverte. Deux litres d'un liquide de Ringer ainsi 
composé : 


NAC) Gene prams isn shia twsaw Anton ouss Goshalsnerisbiceoereee 
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ont été introduits sous une pression de 1 métre environ. A la fin de l’opéra- 
tion une incision du foie a laissé s’écouler un liquide parfaitement clair. 

La méme opération a été faite avec la téte. 

On a prélevé 15 grammes environ de foie, la rate qui pesait 4 grammes et 
le cerveau. Ces organes ont été broyés avec l'appareil de Borrel a panier de 
toile métallique, et la pulpe fine mélangée, celle de foie avec 15 cent. cubes, 
les autres avec 5 cent. cubes d’eau physiologique. 

La poule n° 4 regoit, le 7 mars, 5 cent. cubes de la pulpe de foie, le 
44 mars, elle avait une température de 42°35 el de nombreux spirochétes dans 
le sang. 

La poule n° 2, qui arecu la pulpe de rate, avait le 14 mars 43° el beaucoup 
de spirochétes dans le sang. — 

La poule n° 3, a laquelle on avait inoculé la pulpe cérébrale, n’a pas eu de 
spirochétes jusqu’au 20 mars, date a laquelle elle est morte de maladie inter- 
currente. 

La poule n° 4, qui a recu 2 cent. cubes du sang citraté, soit 1 cent. cube 
de sang pur, avait, dés le 13 mars, 43°6 et de nombreux spirochétes dans le 
sang. 


Notre expérience indique donc qu’il se trouve des germes 
infravisibles en quantité suffisante pour donner linfection a 
des animaux d’expérience par inoculation dans les cellules du 
foie et de la rate ot ces éléments peuvent peut-étre continuer 
leur évolution. Elle indique également que le cerveau entier, 
méme moins bien lavé que les organes abdominaux, ne semble 
pas organisé pour héberger ces hétes infravisibles. 


CULTURE DU VIRUS INFRAVISIBLE 


L’existence dans le sang et les organes des poules de ce 
virus invisible déja dix-huit & vingt heures apres la piqtre des 
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argas et quatre & cing jours avant l’apparition des germes en 
spirale, nous a incités a chercher si ces inframicrobes ne sont 
pas susceptibles, comme les éléments plus évolués, de se multi- 
plier en cultures sur milieux artificiels (1). 


Le virus infravisible se multiplie en milieu artificiel. — 
Douze fois déja, dans le milieu que nous avons reconnu le 
plus favorable & la multiplication des spirochétes, nous avons 
ensemencé du sang de poule prélevé de dix-huit & quarante 
heures aprés passage des animaux dans le bac aux argas. 
Douze fois les résultats se sont montrés identiques et également 
positifs. Voici, & titre d’exemple, une de ces expéricnces : 


Expérience 17. — Le 25 février 1932 au soir, on met une poule dans le bac 
ow nichent de trés nombreux Argas persicus. La température de cet animal 
est 41°95. Le lendemain, vingt-deux heures aprés son entrée dans le bac, on 
saigne la poule el on ensemence, avec IIl gouttes de sang pour chacun, 
3 tubes de notre milieu qui sont placés a 37°. 

En méme temps, les examens praliqués, tant sur fond noir que sur frottis 
colorés, dénotent une absence totale de tout germe spiralé et méme de corps 
qui puisse étre interprété comme forme de transition. 

Le 29 février examen du contenu des 3 tubes est toujours négatif. On 
repique les 3 lubes en méme milieu et on inocule une poule avec 3 cent. 
cubes d'un mélange représenté par 1 cent. cube prélevé dans chacun des 
3 tubes en expérience. Le 1°" mars au soir la poule avait une température 
de 43°5 et le lendemain de nombreux spirochétes dans le sang. 

Elle mourait le 3 mars. 

Le 4 mars, on repique tous les tubes et on inocule de la méme facon une 
deuxiéme poule qui tombe malade le 7 et meurt le 9. 


Nous voyons que, sous une forme inaccessible & nos sens, le 
virus se conserve et, sans doute aucun, se multiplie, puisque 
la poule s’infecte en quarante-huit heures, alors que les spiro- 
chétes n’apparaissent qu’au bout de sept jours quand on a 
inoculé du sang qui renferme ces mémes germes infravisibles. 
D’ailleurs, |’expérience suivante vérifie le fait mieux encore : 


Expérience 18. — Le sang d’une poule, recueilli et ensemencé le 29 janvier 
1932, est repiqué successivement les 4, 3, 5, 8, 10, 12, 15 février. Chaque tube 
est ensemencé avec III gouttes du tube précédent. Le huititme passage, 
toujours vide d’éléments visibles, est inoculé 4 une poule le 17 février a la 
dose de 3 cent. cubes, quarante-huit heures plus tard cet animal avait des 
spirochétes dans la circulation. 


(1) E. Marcnoux et V. Cronring. C. R. Ac. Se., 194, 7 mars 1932, p. 917. 
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Culture infravisible a partir du sang d'argas. — Si nous 
admettons qu’il existe des formes infravisibles dans le sang des 
argas comme dans celui des poules, nous devons pouvoir aussi 
les cultiver. 


Exrgrience 19. — Le 20 février 1933 du sang d’argas est recueilli par la 
méthode que nous, avons exposée plus haut et ensemencé en 3 tubes. Le 
22 février, l’examen de ces tubes montre qu’aucun germe étranger ne s’y est 
introduit et qu’ils sont totalement vides d’éléments spiralés. Ceux qui se 
trouvaient dans le sang d’argas ont disparu; on n’en retrouve aucune trace 
dans le culot de centrifugation. 

Une poule qui regoit 10 cent. cubes d'une dilution au quart du milieu de 
culture prend la spirochélose sept jours plus tard. 


L’expérience avec le sang d’argas n’a pas pu, jusqu’ici, étre 
poussée plus loin, car les spirochétes apparaissent dés le 
deuxiéme passage. Mais celle qui vient d’étre relatée suffit & 
établir que ce virus invisible existe aussi dans le sang d’argas 
et qu’on peut l’obtenir en culture artificielle. 


Le virus infravisible en culture passe au travers des filtres. — 
Alors que ce virus, comme nous l’ont appris les expériences 10, 
41, 12, est retenu sur le filtre quand on le préléve dans le 
plasma ou le sérum de poule, nous le voyons traverser 1égu- 
hérement les bougies filtrantes quand on le prend dans les 
cultures (1). 


Experience 20. — Le 3 février 1933, on dilue le contenu de 3 tubes de cul- 
ture dans 3 volumes d’eau dislillée. On obtient ainsi 20 cent. cubes de liquide 
dont une part sert & inoculer une poule. Le reste passé sur bougie Berke- 
feld N, & la pression négative de 20 centimétres de Hg, aprés addition de 
B. prodigiosus, donne-aprés sept minutes un liquide qui, ensemencé en 
bouillon, s’est montré stérile. 

La poule n° 4 recoit 8 cent. cubes de liquide avant filtration, le 3 février; 
elle prend la spirochétose le 7. 

Ala poule n° 2, on injecte 8 cent. cubes de fittrat. Elle prend la spiroché- 
tose le 12 février. 


Ce virus, que ne retient pas la bougie siliceuse, traverse 
aussi sans difficulté la bougie de porcelaine L2. 

ExpEéRIENCE 21. — Trois tubes de culture infravisibles sont traités de méme 
facon que l’ont été ceux de l’expérience précédente, mais en diluant le liquide 


cing fois. 


(1) E. Marcnoux et V. Cuoning. C. R. Soc. Biol., 442, 11 mars 1933, p. 945. 
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Inoculées le 22 février 1933, la poule qui a recu 10 cent. cubes du liquide 
avant filtration a pris des spirochétes le 1°* mars, la deuxiéme le 3 mars, 
avec 10 cent. cubes de liquide filtré. 


La méme expérience réussit aussi bien avec le liquide de 
culture qui provient du sang d’argas. 


Exeénience 22. — Le 20 février, nous avons recueilli du sang dargas pour 
le mettre en culture. Cette culture, comme plusieurs autres d’ailleurs faites 
par le méme procédé, s'est montrée pure et vide de spirochéles tant par 
examen sur fond noir que sur froltis colorés. 

Le milieu partagé en 3 tubes fournit 2 c. c. 5 par tube de liquide, soit 
7c. c. 5 auxquels on ajoute 22 c. c. 5 d’eau physiologique. On oblient ainsi 
30 cent. cubes d'une dilution au quart. 

20 cent. cubes de ce mélange sont jetés sur bougie Berkefeld N apres 
addition d’un peu de B. prodigiosus. Le filtrat ensemencé n’a pas donné de 
cultures. 

Le 22 février 1932, en méme temps que la poule de l’expérience 19 qui sert 
de témoin, une poule neuve recoit 10 cent. cubes de filtrat et elle a eu des 
spirochétes le 7 mars, quatorze jours aprés, 


La filtration des cultures de sang d’argas indique donc nette- 
ment que celles-ci renferment des spirochétes 4 un stade infra- 
visible comme le sang de poule aprés piqire par ces acariens. 

Il est assez surprenant de constater que ce virus traverse les 
filtres quand il est en cultures, alors qu'il est retenu quand il 
se trouve dans le sang d’argas ou de poule. Il est vrai que la 
dilution avec laquelle nous avons opéré dans les deux cas 
différe. Dans les cultures, le sérum est dilué a 4 p. 100. Il nous 
a paru indispensable de reprendre nos essais de filtration en 
diluant le sang de poule dans les mémes proportions. 


ExpErtence 23. — On recueille le 28 mars 10 cent. cubes de sang défibriné 
sur une poule qui a passé vingt-quatre heures dans le bac aux argas. Le 
sérum obtenu par centrifugation est dilué dans l’eau physiologique & raison 
de 4 cent. cubes p. 100. : 

Une poule n° 36 recoit dans le muscle pectoral 25 cent. cubes du mélange 
et prend la spirochétose trois jours plus tard. 

Une poule n° 27 qui a été inoculée avec 25 cent. cubes du mélange, filtré 
sur bougie Chamberland L2 en présence d'un test de 4. prodigiosus, est restée 
indemne dix-neuf jours et s’est infectée en deux jours aprés injection de 
4 cent. cube de culture. 


Il est done manifeste que le virus infravisible contenu dans 
le sérum, méme dilué a 4 p. 100, ne franchit pas les pores de 
la bougie Chamberland L2. 
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LES SPIROCHETES NE PASSENT PAS AU TRAVERS 
DES FILTRES 


Les formes spiralées ne filtrent pas. — On pourrait penser 
que la filtration de nos infracultures laisse passer quelques 
formes spiralées qui rendent le filtrat virulent. 

Commencons par dire que cette hypothése doit étre écartée 
du fait de nos expériences antérieures. Nous savons que, pour 
infecter, nos cultures doivent renfermer au moins un spiro- 
chéte par champ. Or, dans celles qui se sont montrées viru- 
lentes, nous n’avons pas réussi, sur de multiples préparations, 
a en meltre un seul en évidence. 

Mais il convient, néanmoins, de soumettre a l’expérience le 
probléme tel qu’il se présente. 


ExeERIENCE 24. — Le 13 février 1932, nous avons dilué le contenu de 2 tubes 
de cultures de spirochétes du trente-sixiéme passage, renfermant 15 spiro- 
chétes par champ, dans trois fois leur volume d’eau physiologique. 

Une poule n° 1 de 1.960 grammes recoit 8 cent. cubes de cette solution. 
Elle a des spirochétes le 46 février et meurt le 19. 

Une poule n° 2, inoculée avec 8 cent. cubes du méme mélange, mais pré- 
levé aprés passage sur bougie Berkefeld N, reste indemne jusqu’au 21 mars, 
date 4 laquelle on lui injecte 1 cent. cube de sang riche en spirochétes. Elle 
prend la spirochétose le 23 mars. 


Cette expérience, maintes fois renouvelée, tant avec la 
bougie Berkefeld qu’avec la bougie Chamberland, nous a cons- 
tamment donné la preuve qu'il ne faut pas attribuer la viru- 
lence de nos cultures infravisibles au passage de formes spiralées 
a travers les filtres. 


La virulence des cultures visibles n'est pas due a la pré- 
sence de germes infravisibles. — On sait que Lépine a émis 
I’hypothése, pour la syphilis, que le spirochéte ne posséde pas 
de virulence propre el que seulement a un stade invisible il 
est infectant. Les deux expériences qui suivent ont été faites 
pour vérifier l’exactitude de cette hypothése. 


Expkrience 25. — Le contenu de 3 tubes de culture du quinziéme passage, 
renfermart 16 spirochétes bien mobiles par champ, a été dilué au 1/5 dans 
Yeau physiologique. 
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Une poule n° 4 recoit 10 cent. cubes du mélange, soit 2 cent. cubes de 
culture, et a des spirochétes quarante-huit heures plus tard. 

Une autre poule n° 2 a été inoculée avec 10 cent. cubes de ce liquide filtré 
au travers d’une bougie Chamberland L2 en présence de B. prodigiosus. La 
filtration a duré cing minutes a la pression de 220 millimétres de mercure. 
Le filtrat est resté stérile. La poule est demeurée indemne dix-sept jours et a 
pris la spirochétose en trois jours aprés inoculation de 1 cent. cube de cul- 
ture. 


Nous voyons donc que les formes spiralées ne sont pas 
mélangées de germes infravisibles et que, tout comme ceux-Cl, 
elles possédent une virulence propre. 


LES CULTURES INFRAVISIBLES NE SE POURSUIVENT 
PAS INDEFINIMENT 


Apparition des formes spiralées. — Les infracultures ne se 
conservent pas indéfiniment invisibles. Par des influences que 
nous ne sommes pas encore parvenus 4 déterminer, il se pro- 
duit une transformation et des formes spiralées apparaissent 
dans les cultures. Ce phénoméne se produit entre le cinquiéme 
et le vingtitme jour dans les cultures en provenance de sang 
de poule, dés le cinquiéme jour dans celles qui viennent de 
sang d’argas. 


EXPERIENCE 26. — Trois tubes sont ensemencés le 22 février 1933 avec du 


sang de poule qui est entrée dans le bac aux argas le 20 A six heures du 
soir. 


Le 24, on repique les 3 tubes qui ont été objet d’un examen négatif. 
Le 25, examen négatif. 


Le 26, rares spirochétes dans le tube 3 du 24. 


NUMERO DATE t 
des passages des repiquages TUBE 1 TULE 3 


ee 


29 janvier. 
4er février. 
3 février. 
5 février. 
8 février. 
10 février. 
43 février. 
45 février. 
17 février. | Spirochétes. |Culture morte. 


ocoooocooooo 
ooococeo 


0 
Spirochétes. 
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Le 27, on repique les tubes 1 et 2 du 24 vides de spirochétes. 

Le 1¢" mars, nouveau repiquage des tubes 4 et 2 du 27. 

Le 4 mars, il y a des spirochétes dans les tubes 2 des 22, 24, 27 février et 
fe" mars; repiquage du tube 4. 

Le 6 mars, spirochétes dans les tubes 1 des~22, 24, 27 février, 1er et 
& mars. 


Expérience 27. — Le 29 janvier 1932, 3 tubes sont ensemencés avec 
{If goutles de sang défibriné provenant d’une poule qui est entrée dans le 
bac aux argas soixante-douze heures auparavant. 


Nous voyons, dans ces expériences, les spirochétes se mon- 
trer, suivant les séries de tubes, les quatriéme, neuvidme, 
onziéme, quinziéme et vingti¢me jours. Quand ils apparaissent 
dans un tube, on les voit simultanément dans tous les tubes 
de la méme série. 

Quelle qu’ait été notre attention, quelque nombreux qu’aient 
été nos examens, soil & l'état frais sur fond noir, soit aprés 
coloration au nitrate d’argent par la méthode de Fontana, 
nous navons jamais pu saisir de formes de transilion. La trans- 
formation se produit avec une brusquerie quasiment explosive 
sans que rien permette de la prévoir ou de la surprendre. C'est 
& croire que seuls quelques spirochétes apparaissent, qui, 
ensuite, se multiplient, comme dans nos cultures de formes 
spiralées, par divisions binaires successives. 

Pour tirer la chose au clair, dés qu’apparaissent les premiers 
germes perceptibles, nous avons filtré une cullure pour savoir 
si elle renferme encore des germes intravisibles. 


ExpféRience 23. — Le 14 mai 1933, on ensemence 415 tubes avec III gouttes 
pour chacun de sang défibriné provenant d’une poule restée vingt et une 
heures dans le bac aux argas. 

Le 15 mai, on commence a voir des spirochétes dans tous les tubes. 
4 sont choisis parce qu’on n’y rencontre que de trés rares spirochétes. 

Le contenu de ces 4 tubes est mélangé et additionné de 4 fois son volume 
d’eau physiologique. 

Une poule n° 25 recoit dans Je muscle pectoral 10 cent. cubes de ce 
mélange, soit’2 cent. cubes de liquide de cullure. Elle prend la spirochétose 
quarante-huit heures plus tard. 

Les poules n°: 5 et 12 ont été inoculées chacune avec 10 cent. cubes du 
méme mélange passé sur bougie Chamberland L2, en présence de B. prodi- 
giosus, sous Ja pression de 250 millimétres de mercure. Les 2 animaux sont 
restés indemnes jusqu’au 6 juin ‘vingt et un jours) et ont regu a cette date 
4 cent. cube de sang riche en spirochétes; elles ont présenté de nombreux 
germes spiralés dans le sang vingt-quatre heures plus tard. 
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Il résulte de cette expérience, ou bien que seuls quelques- 
uns des germes infravisibles se transforment en spirochétes, 
ou bien qu’a partir du moment ot se montrent les premiers 
éléments visibles les autres sont & un état qui, comme dans 
le plasma, ne leur permet plus de franchir les pores des bougies 
poreuses. A ce moment-la, pas plus par examen sur fond noir 
que par coloration a aide du nitrate d'argent, on ne distingue 
de forme de transition entre les éléments infravisibles et les 
spirochétes. La deuxiéme de nos hypothéses est la plus vrai- 
semblable, car, en quelques heures, le nombre des spirochétes 
s'est considérablement accru. 

Il faut done, de ces résullats, conclure que le spirochéte 
passe par un cycle évolutif qui de la forme spiralée arrive dans 
le corps de l’argas, & un slade infravisible, se continuant pen- 
dant quatre ou cing jours dans le sang de la poule infectée par 
piqtires. A ce stade le virus est retenu par les filtres. 

Dans les cultures, il acquiert le pouvoir de franchir les pores 
des bougies et le perd, pour revenir & son état antérieur, dés 
qwapparaissent les premiers spirochetes. 


CONCLUSIONS 


1° Le repiquage d'une culture de spirochétes des poules sur 
milieu de Galloway se fait mai si le pli de ce milieuest de 8 et plus; 

2° L’abaissement de ce pil & 7,2-7,5 lui rend sa valeur; 

3° Liaddition de glycogéne au milieu rend celui-ci parli- 
culiérement favorable a la culture; 

4° Le remplacement du glycogéne par lamidon soluble 
n’ajoute au milieu aucune qualité, au contraire ; 

5° La dextrine obtenue par hydrolyse de l’amidon se montre, 
quand on |’ajoule au milieu en quelque proportion que ce soit, 
plus nuisible qu’utile; 

6° Les repiquages faits tous les quatre jours donnent des 
cultures abondantes ; 


7° Ils réussissent cependant a coup stir en opérant seulement 
tous les dix jours; 


8° La virulence des cultures baisse au prorata des spirochétes 
quwelles renferment; 
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9° Une culture infecte toujours dés qu’on peut y voir un 
spirochéte par champ de 400 diamétres: 

10° La température optima qui permet la culture des spi- 
rochétes est celle de 37°. A 30° les cultures poussent lentement 
et sont pauvres. A 40° il n’y a aucun développement ; 

11° Les spirochetes ne se développent, au moins au début, 
qu’a condition d’étre protégés d’un exces d’oxygene ; 

12° Les substances ou les germes réducteurs remplissent ce 
role aussi bien qu’un tampon d’huile de vaseline ; 

13° Un bacille dénommé B. eucarians associé au spirochete 
permet le développement de belles cultures; 

14° Quand le pH de la culture tombe sous n’importe quelle 
influence a 6,5 le spirochéte meurt; 

15° Les cultures associées sont aussi virulentes que les cul- 
tures pures ; 

16° La culture du spirochete s’oblient aussi bien a partir du 
sang d'argas que du sang de poule infectée ; 

17° Il existe dans le sang d’une poule quia été piquée par des 
Argas persicus un stade intravisible et virulent du spirochéte ; 

18° Ce virus infravisible est décelable dés les premiéres 
heures et jusqu’au cinquiéme jour; 

19° Il se rencontre aussi dans le sang des argas; 

20° 11 se multiplie en cultures artificieiles, comme le spi- 
rochéte; 

21° Quand on le préléve dans le sang de la poule ou de 
Vargas, ce virus est retenu par les filtres ; 

22° Il passe au contraire facilement quand il provient d’une 
culture; 

23° Ce virus infravisible persiste dans le foie et la rate des 
poules qu'il a infectées; 

24° Les formes spiralées ne passent pas au travers des 
filtres ; 

25° La virulence de celles-ci n’est pas due & la présence de 
formes invisibles ; 

26° Le virus ne se garde pas indéfiniment infravisible en 
culture. Au bout d’un temps variable les cultures renferment 
des germes en spirale; 

27° Quand ceux-ci apparaissent, il n’y a plus de virus infra- 
visible susceptible de traverser les bougies poreuses; 
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28° De cette observation, il est permis de conclure que le 
spirochéte subit une évolution caractérisée au moins par trois 
états successifs. 

a) Absorbé par l’argas, il se transforme dans |’organisme 
de cet acarien et devient invisible & un stade qui ne traverse 
pas les bougies poreuses. C’est sous le méme état qu’il se trouve 
pendant les quatre premiers jours, dans le sang de la poule 
qui a élé infectée par piqire. 

6) Dans les cultures ce virus invisible devient filtrant. 

c) Dés que, dans les cultures, apparaissent les premiéres 
formes spiralées, le virus, toujours invisible et présent, reste 
de nouveau retenu sur les parois poreuses. 


QUALITES PROPRES 
AUX SERUMS DE DIVERSES ESPECES ANIMALES 
PAR RAPPORT AU PNEUMOCOQUE 


par Paut BORDET. 


(Institut Pasteur de Bruxelles.) 


Les causes des différences de réceptivité des diverses espaces 
animales a l’égard d’un méme microbe sont variables et, du 
reste, souvent imparfaitement précisées. Si elles semblent par- 
fois se rattacher aux propriétés bactéricides du sérum, c'est, 
dans de nombreux cas, & une activilé plus grande de la phago- 
cytose qu’un organisme doit la supériorité de son immunité 
naturelle 4 l’égard d’une infection déterminée. Mais il arrive 
qu’une lelle supériorité ne s’explique par les propriétés, actuel- 
lement connues, ni des cellules, ni des humeurs. 

Frappé du fait que les cultures du pneumocogque dans le 
sérum des diverses espéces animales présentent des différences 
importantes d’aspect, manifestement en rapport avec les inéga- 
lités de réceptivité de ces espéces a l'infection pneumococ- 
cique, nous avons été amené & comparer les caractéres de ces 
cultures de facon plus attentive qu’on ne |’avait fait jusqu’a ce 
jour. Celte étude nous a fait reconnaitre, entre ces cultures, 
des différences d’ordre biochimique et morphologique et nous 
a conduit 4 distinguer, dans le sérum, certains constiluants 
qui provoquent |’apparition de formations morphologiques 
particuliéres. Ce sont ces diverses observations que nous con- 
signons dans ce mémoire. 

Tandis que la culture du pneumocoque en sérum de lapin 
s’accompagne non seulement de la formation d’un dépét abon- 
dant de corps microbiens, mais aussi de modifications profondes 
du milieu qui s’acidifie fortement, le sérum de cheval, dans 
lequel ce microbe ne se mulliplie que trés médiocrement, con- 
serve & peu de chose pres, aprés culture, son aspect initial, les 
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microbes agglutinés en longues chainettes se sédimentant au 
fond du tube. Entre ces deux extrémes, le sérum de souris 
fournit une culture d’un trouble assez épais; le trouble n’est 
que léger en sérum de cobaye; il est d’intensité trés variable 
en sérum humain, dont les propriétés & cet égard sont sans 
doute influencées par les antécédents divers des sujets étudiés. 
A ces différences d’aspect et d’abondance de la culture corres- 
pondent des différences dans l’acidification des sérums. Kn 
effet, la réaction alcaline du sérum de cheval n’est guére modi- 
fiée par la culture; celle-ci a, par contre, pour effet de neutra- 
liser ou méme d’acidifier légerement le sérum de cobaye. Une 
culture en sérum de souris ou de lapin vire au rouge franc le 
papier de tournesol. 

Ces différences d’aspect et de réaction, sur lesquelles nous 
aurons a revenir plus loin, s’accompagnent de différences mor- 
phologiques importantes que nous décrirons tout d’abord. 

Tandis que les cultures du pneumocoque en sérum de 
cobaye, de cheval, de souris ou d’homme sont constituées 
exclusivement des diplocoques bien connus, libres ou disposés 
en chainettes plus ou moins longues, l’examen d’une culture 
en sérum de lapin y fait voir, 4 cété des petites formes nor- 
males, de gros éléments sphériques, de taille dépassant consi- 
dérablement celle des diplocoques, souvent réunis en amas 
plus ou moins volumineux et dont nous avons déja donné 
ailleurs (1) une description sommaire. L’examen d’une goutte 
pendante permet de les apercevoir, & cété des diplocoques, sous 
forme de sphérules réfringentes entrainées par les mouvements 
du liquide. 

Les colorants basiques, qui donnent des diplocoques une 
image si nette, ne colorent ces sphérules que de facon impré- 
cise; et c’est pourquoi, sans doute, leur existence a échappé si 
longtemps aux observateurs. Nous avons eu recours, pour leur 
mise en évidence, au procédé de Laveran couramment utilisé 
en protistologie : fixation ala flamme, puis & 1’alcool, suivie de 
coloration, pendant quinze 4 vingt minutes, par un mélange 
préparé extemporanément de bleu de Borrel dilué au dixiéme et 


. 


d’éosine en solution aqueuse & 4 p. 10.000. Les proportions 


(1) Morphologie du pneumocoque. C. R. Soc. Biol., 408, 1931, p. 707. 
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optimales de ces deux colorants doivent étre préalablement 
déterminées par tatonnement; elles nous ont paru étre d’une 
partie de bleu pour deux ou trois parties, selon les cas, 
d’éosine. Nous utilisons le bleu de Borrel R. A. L. et une solu- 
tion d’éosine Hoechst en eau distiliée A 1 p. 1.000; ces deux 
colorants sont dilués, avant mélange, dans l’eau de la distri- 
bution, légérement. alcaline; on ne peut opérer ces dilutions 
dans l’eau distillée, toujours acide, des laboratoires. Méme en 
faible concentration, l’hémoglobine diffusée géne leur colora- 
tion par cette méthode. 

Les préparations, dont une image est représentée figure 4, 
de cultures de vingt-quatre heures en sérum de lapin, colorées 
par cette méthode, nous montrent, & cdté des diplocoques 
colorés en bleu, des formations arrondies, de tailles diverses, 
le plus souvent réunies en groupes par une gangue teinte en 
bleu pale, colorées en rouge vif et aisément identifiables aux 
sphérules que révéle examen 4 |’état frais. On les voit sou- 
vent, surtout dans les cultures jeunes, intimement mélées A 
des diplocoques, et certaines préparations paraissent nettement 
montrer, sous forme de cocci rougeatres, les éléments de tran- 
sition entre les diplocoques et les sphérules. Si, en effet, la 
plupart de ces formations sont de grande taille, pouvant 
atteindre la dimension des lymphocytes, on peut cependant en 
rencontrer de beaucoup plus petites. La structure intérieure, 
surtout apparente, cela se congoil, sur les formes de grande 
taille, est granuleuse. 

L’apparition de ces sphérules dans les cultures en sérum de 
lapin est relativement tardive, nous ne les y avons jamais trou- 
vées six heures aprés l’ensemencement, bien qu’a ce moment 
la culture, exclusivement constituée de microcoques, fit déja 
prospére. Elles semblent apparattre au bout d’une douzaine 
d’heures et sont extrémement nombreuses dans les cultures de. 
vingt-quatre heures. Elles persistent, en conservant intégrale- 
ment leur colorabilité, dans les cultures vieilles dont les diplo- 
coques ont disparu : nous les avons retrouvées, dans une cul- 
ture dgée de dix-huit jours, absolument identiques 4 ce qu’elles 
étaient dans la culture jeune. Elles apparaissent réguliérement, 
quel que soit le nombre des repiquages pratiqués en sérum de 
lapin; mais nous ne les avons jamais trouvées dans les cul- 
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tures en milieux dépourvus de sérum : ce liquide est donc 
indispensable a leur genése. Ces éléments étant assez volumi- 
neux sont, cela va sans dire, aisément centrifugeables et se 
déposent du reste en grande partie spontanément au fond du 
tube de culture. Les divers types IJ, Il et IIL du pneumocoque 
sont également aptes & leur donner naissance; par ce caractére 
aussi, que ne posséde pas le streptocoque, le type LI, qu’on 
rapproche parfois de cette derniére espéce, se range done parmi 
les pneumocoques. 

Les colorants basiques, avons-nous dit plus haut, donnent 
des sphérules une image floue, due en partie a ce qu ils colorent 
trop intensément le fond de la préparation. Nous croyons cepen- 
dant utile de décrire briévement l’aspect des images qu’ils four- 
nissent. En ayant recours a des frottis suffisamment minces, on 
voit, par exemple, que le bleu de toluidine colore ces forma- 
tions de facon métachromatique: les sphérules, dont l’intérieur 
est formé de fines granulations rosées, apparaissent délimitées 
par un halo blanc de la gangue, teinte en bleu, qui les enrobe. 
La coloration par Ja thionine permet également de les recon- 
naitre; pac la fuchsine, elles apparaissent teintes uniformément 
en rouge et ne se distinguent qu’a la faveur d’un fond trés 
mince. Les procédés de coloration utilisés pour la mise en évi- 
dence des capsules sont d’une application peu intéressante pour 
leur étude. La décoloration par l’acide acétique, par exemple, 
apres coloration par la fuchsine, montre mal les sphérules qui 
sont partiellement décolorées; le procédé de Nicolle (coloration 
par la thionine suivie de décoloration rapide & l’alcool-acétone) 
en donne la méme image que la coloration simple par la thio- 
nine. Signalons, enfin, que ces formations se décolorent assez 
facilement par la méthode de Gram; on peut en avoir, par 
décoloration peu poussée, d’assez curieuses images : l’intérieur 
_ des sphérules, qui sont trés nettement délimitées par un cercle 
noir, est de teinte grisdtre, tandis que les diplocoques sont 
colorés en violet foncé. 

Mais seules les colorations doubles du type Laveran ou 
Giemsa sont pratiquement a conseiller pour leur mise en évi- 
dence. Le Giemsa (Giemsa R, produits R. A. L.), moins recom- 
mandable que le Laveran, les colore en violet. On peut, par 
Vazur-éosine ou par le panchrome de Laveran, obtenir de 
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jolies préparations fort analogues a celles que fournit la tech- 
nique de Laveran : les sphérules y apparaissent colorées en 
rouge. La fixation par l’eau phéniquée a 3 ou 4 p. 100, suivie 
de ringage 4 l’eau et de coloration par l’azur-éosine, permet de 
colorer intensément la gangue qui les enrobe. 

La morphologie si particuliére de ces éléments nous a incité 
a y faire la recherche histochimique de la chromaline. Celle-ci 
ne peut y étre décelée par la technique de Feulgen qui, on le 
sait, colore spécifiquement l’acide thymonucléinique. 

Avant de pénétrer plus intimement dans l'étude de l’origine 
et de la signification de ces formations curieuses, signalons 
quelques observations simples qui sont susceptibles d’orienter 
cette étude. Nous avons déja mentionné, a cet égard, deux faits 
fondamentaux que nous ne pouvons perdre de vue, & savoir 
que ces éléments n’apparaissent que dans les milieux pourvus 
de sérum et que, des divers sérums, seul celui de lapin con- 
vient a leur production. Pourquoi le sérum de lapin différe-t-il, 
acet égard, de celui des autres especes animales? Deux hypo- 
théscs peuvent, dés a présent, étre émises pour expliquer cette 
propriété particuliére : ou bien le sérum de lapin renferme des 
éléments indispensables a la production des sphérules par le 
pneumocoque, éléments dont sont dépourvus les autres sérums 
étudiés, ou bien ceux-ci ne different du sérum de lapin qu’en 
ce quils contiennent des principes antagonistes empécbant la 
production de ces sphérules. L’étude des caractéres des cul- 
tures dans des mélanges en proportions diverses de sérum de 
lapin et d'un sérum impropre 4 l’apparition des sphérules, 
sérum de cobaye ou de cheval par exemple, pourra peut-étre 
nous éclairer 4 cet égard. Une trace de sérum de lapin suffira- 
t-elle & conférer au sérum d'autres espéces l’aptitude & per- 
mettre la formation des sphérules, ou bien verrons-nous, au 
contraire, ces derniers sérums empécher 4 faible dose l’appa- 
rition de ces éléments en sérum de lapin? 


Expérience I. — Préparons des mélanges en proportions diverses de sérum 
de lapin et de sérum de cobaye, tels que les suivants (voir tableau page 
suivante). 

Ensemencons ces divers liquides de I goutte de culture de pneumocoque 
de vingt-quatre heures. Aprés vingt-quatre heures de séjour a l’étuve, les 
cultures apparaissent de moins en moins troubles de I 4 VII; il ne se forme 
de dépot que dans les trois premieres; I, II et III sont acides au tournesol, 
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SERUM DE LAPIN SERUM DE COBAYE 
en gouttes en gouttes 


MELANGES 


IV neutre, V, VI et VII alcalines. Des préparations faites 4 ce moment ne 
montrent de sphérules qu’en I, II et III; les autres cultures ne renferment 
que des cocci, disposés en diplocoques ou en courtes chainettes. Des pré- 
parations faites Jes jours suivants confirment ces différences. Cette expé- 
rience, répétée A diverses reprises, nous a montré parfois l’apparition de 
sphérules dans le mélange IV également. Une expérience analogue, ot l’on. 
prépare des mélanges en proportions diverses de sérum de lapin et de sérum 
de cheval, aboutit A des résultats semblables : les mélanges contenant plus 
de la moitié de sérum de lapin sont seuls acides et, seuls, renferment des 
sphérules; de rares sphérules peuvent. apparaitre tardivement dans le mélange 
en proportions égales des deux sérums. Le pH de ces cultures, mesuré par 
introduction de III gouttes de l'indicateur universel BDH, croit avec la pro- 
portion de sérum de cheval; de 6 environ en sérum pur de lapin, il est de 6,5 
dans le mélange renfermant 1/4 de sérum de cheval et de 7dans le mélange 
en proportions égales des deux sérums. 


Les caractéres des cultures en mélange de sérum de lapin et 
d’un sérum impropre a la production des sphérules sont donc 
intermédiaires entre les caractéres respectifs des cultures en 
chacun de ces sérums purs, sans que l’un ou l'autre de ceux-ci 
confére au mélange, a petite dose, ses propres qualités. Remar- 
quons également que les mélanges ou apparaissent les sphé- 
rules sont aussi ceux qui s’acidifient le plus fortement. Nous. 
pouvons conclure, de cette premiére expérience, & l’existence, 
dans les sérums de cobaye et de cheval, d’un pouvoir empéchant 
a l’égard de la formation des sphérules, pour autant toutefois 
que la dilution, en mémes proportions, du sérum de lapin dans 
un liquide indifférent, telle la solution physiologique, n’entrave 
pas aussi la formation des sphérules, ce qui est encore 4 démon- 
trer. 


Expérience II. — Ensemengons de I goutte de culture de pneumocoque de 
vingt-quatre heures les divers mélanges suivants (voir tableau page suivante). 
Apres vingt-quatre heures de séjour a l’étuve, ces cultures ont pris l’aspect 
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7 SERUM SERUM EAU BOUILLON 
MELANGES de lapin de cheval physiologique Truche 
en gouttes en gouttes en gouttes en gouttes 


~ 


Xx 
xX 
X 
Xx 
N. 
V 
Vv 


— 
—— 


suivant : J, III et [V sont opaques, il y est apparu un dépot abondant; II ne 
présente qu’un léger trouble granuleux; V et X sont limpides, la culture s’y 
est développée en grumeaux; VI, VII, IX et XI sont trés troubles ; il n’est 
apparu qu’un trouble léger en VIII. Des préparations, colorées par la méthode 
de Laveran, montrent 4 ce moment en : 

I. Microcoques et nombreux sphérules; 

II. Chainettes agglutinées. Pas de sphérules; 

lII et IV. Microcoques et nombreuses sphérules de taille moyenne peut- 
étre légérement réduite; 

V. Chainettes agglutinées en grumeaux volumineux. Pas de sphérules; 

VI. Microcoques. Sphérules nombreuses de taille trés sensiblement réduite ; 

VII. Trés nombreux microcoques. Sphérules comme en VI; 

VII. Culture pauvre. Microcoques. Sphérules trés petites, 4 peine plus 
grandes que les microcoques; 

IX. Trés nombreux microcoques. Sphérules comme en VIII. 

X. Culture en grumeaux. Pas de sphérules; 

XI. Trés nombreux microcoques. Pas de sphérules. 

Des préparations faites aprés quarante-huit heures confirment les diffé- 
rences observées la veille; la lyse des microcoques est déja trés avancée A 
ce moment, tandis que les sphérules demeurent intactes. La détermination 
approximative du pH, effectuée au moyen de l’indicateur universel BDH, 
donne les résultats suivants : I: 5,5; IL : 6,5; IIL: 5,5 4 6; IV: 5,5; V: 7; 
Wilke tava ONT Momicolxe ©6867 X4s"1,5 a 8s) Xl 546. 


Outre qu’elle démontre avec cerlitude l'influence empéchante 
du sérum de cheval sur la formation des sphérules, cette expé- 
rience met en évidence un effet curieux de la dilution sur 
aspect de ces éléments : la taille des sphérules diminue quand 
on dilue le sérum de lapin, soit dans un liquide indifférent, 
comme la solution physiologique, ou méme dans un milieu 


tres favorable 4 la culture du pneumocoque, tel le bouillon 
Truche. Trés appréciable déja lorsque le sérum est dilué au 1/4, 
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la réduction de la taille de ces éléments est trés accusée dans 
les milieux ne renfermant que 1/10 de sérum de lapin : les 
sphérules formées dans ces conditions sont & peine plus grandes 
que les microcoques. 

Nous avions déja signalé, d’autre part, dans notre note pré- 
liminaire a la Société de Biologie, le fait curieux que les cul- 
tures de pneumocoque en sérum de lapin, préalablement chauffé 
pendant une demi-heure a 56°, sont dépourvues de sphérules, 
le chauffage 8 50° ne modifianlt aucunement, a cet égard, les 
propriétés du sérum. En répétant cetle expérience a diverses 
reprises, nous avons reconnu depuis que ces cultures peuvent 
renfermer parfois des sphérules, mais toujours beaucoup plus 
rares et surtout plus petites qu’en sérum frais; nous avons pu 
méme en découvrir de trés petites dans des cultures en sérum 
chauffé & 60°, tandis que Je chauffage & 65° nous a paru abolir 
complétement l’aptitude du sérum de lapin & permettre leur 
formation. L’effet empéchant duchauffage n’est donc que partiel 
si celui-ci n’atteint que 56°, mais est complet 4 65°; toutefois, les 
cultures en sérum frais et en sérum chauffés acidifient également. 

Ces diverses observations préliminaires, relatives aux effels 
de la dilution et du chauffage du sérum sur l’aspect morpholo- 
gique de la culture du pneumocoque, suggérent l’idée que la 
formation des sphérules est liée 4 la présence, dans le sérum, 
de constituants particuliers peu résistants au chauflage, con- 
stituants dont le réle ne serait pas simplement qualitatif, mais 
dont la concentration dans le milieu de culture influerait sur 
lataille et Pabondance de ces éléments. Pour vérifier cette hypo- 
thése, il conviendrait de pouvoir préciser lorigine de ces sphé- 
rules: un nouveau progrés dans ce sens est réalisé du fait qu’on 
peut priver complétement le sérum frais de lapin de son apti- 
tude 8 permettre leur formation, en le soumettanl préalablement 
au contact d’une suspension d’hydrate d’alumine. 


Exrértence III. — Deux volumes de 8 cent. cubes de sérum frais de lapin 
sont additionnés, l'un de 1 cent. cube d’une suspension stérilisée dhydrate 
d’alumine en eau distillée (1), dont on le débarrasse par centrifugation apres 


(1) Suspension obtenue par introduction de 150 cent. cubes d’une solution 
d’alun ammoniacal renfermant 76 gr. 7 d’alun, dans une solution de 22 grammes 
de SO*(NH*)? en 600 cent. cubes d’eau additionnée de 100 cent. cubes de NH? 
a 10 p. 100, le culot étant repris, aprés plusieurs lavages, en 900 cent. cubes 
d’eau distillée. 


ee ws 
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deux heures de contact & la température du laboratoire, l'autre de 1 cenl. 
cube d’eau distillée. On ensemence 4 cent. cube de chacun de ces liquides 
de I goutte de culture de pneumocoque. Aprés vingt-quatre heures de séjour 
a l’étuve, les deux cultures offrent le méme aspect; un dépot abondant est 
apparu au fond des tubes. L’examen, pratiqué a la fois 4 l'état frais (examen 
de I goutte pendante) et par préparations colorées par la méthode de Laveran, 
montre de trés nombreuses sphérules, mélées aux cocci, en sérum témoin 
additionné d’eau distillée, tandis que la culture en sérum traité par l’hydrate 
d’alumine ne renferme que des microcoques. La détermination du pH, effectuée 
par introduction de III gouttes de l’indicateur universel BDH, montre que 
les deux cultures sont également acides, virant !’indicateur au jaune orangé 
teinte correspondant a un pH de 6 environ. On peuts’assurer, par des examens 
pratiqués les jours suivants, qu’il n’y a pas apparition tardive de sphérules 
dans la cullure en sérum traité par l’hydrate d’alumine. 


L’emploi de hydrate d’alumine nous a done fourni un moyen 
simple de priver complétement le sérum de lapin de l’aptitude 
a permettre la formation des sphérules pneumococciques. |] est 
par ailleurs assez remarquable que les cultures en sérum traité 
ou non par l’absorbant, c’est-a-dire qui contiennent des sphé- 
rules ou bien n’en renferment pas, soient analogues quant & 
Vabondance du développement microbien et quant a l’acidifica- 
tion du sérum. Ce dernier point mérite tout particuliérement 
d’étre signalé, car il semble exclure tout réle de l’acidité dans 
la genése de ces formations, réle qui pourrait sembler plausible 
du fait que c’est précisément dans la culture en sérum de lapin, 
'est-a-dire dans celle dont Vacidification est particuliérement 
marquée, et uniquement en elle, qu’apparaissent les sphérules. 

Le réle spécifique, dans la genése des sphérules, de consti- 
tuants définis du sérum serait définitivement démontré si nous 
parvenions a préparer, & parlir du culot d’hydrate d’alumine, 
une solution apte & permettre la formation de ces éléments. 
Or, ceci se réalise aisément en traitant ce culot par une solution 
phosphatée, en application du procédé classique d’élution. 


Expsérignce IV. — 3 cent. cubes de sérum frais de lapin sont additionnés 
de 1 cent. cube de suspension d'bydrate d’alumine en eau distillée; il se 
forme rapidement un précipité floconneux. Aprés trois heures de contacl a 
la température du laboratoire, on centrifuge le mélange de méme que ! cent. 
cube de la suspension d’hydrate d’alumine. Aprés décantation des liquides 
surnageants, chacun des culots est repris dans 1 cent. cube d’une solution 
n/40 (soit 4 0,9 p. 100) de PO*HNa?®. On délaye, agite fréquemment, puis cen- 
trifuge ces deux suspensions (soit a la premiére et 0 la seconde) aprés 
vingt-quatre heures de séjour a la température du laboratoire. On décante 
les liquides surnageants qu’un mélange ensuite a volume égal de bouillon 
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ordinaire : soit A et B les liquides ainsi obtenus. On ensemence de I goutte 
de culture de pneumocoque les divers milieux composés comme suit : 

1° XX gouttes de A, I goutte de solution de glucose a 5 p. 100; 

2° XX gouttes de B, I goutte de solution de glucose a 5 p. 100; 

3° XX gouttes de liquide surnageant du sérum traité par l’hydrate d’alu- 
mine ; 

4° XX gouttes du méme, I goutte de solution de glucose a 5 p. 100; 

5° XX gouttes de sérum témoin, non traité par ’hydrate d’alumine. 

Aprés vingt-quatre heures de séjour a l’étuve, il est apparu en 4 un trouble 
intense avec dépdt abondant et finement granuleux, en 2 un trouble diffus. 
sans dépot; 3 et 3 ont pris l’aspect hahituel des cultures en sérum de 
lapin. Le microscope révéle la présence de trés nombreuses sphérules, & 
coté de microcoques, en 1 et en 5; tandis que dans 2,3 et 4, on ne trouve 
que des cocci. Le pH des diverses cultures est, aprés quarante-huit heures, 
approximativement de : 5,5 en 1 et 2, 5,546 en 4, 6 en 3 et 5. 


On peut donc, par absorption au moyen d’hydrate d’alumine 
suivie d’élution par une solution phosphatée, séparer du sérum 
de lapin les principes provoquant la formation des sphérules. 
En vue de réaliser les conditions les plus favorables 4 Putili- 
sation, par le microbe, des substances éluées, nous avons, 
dans l’expérience précédente, additionné le liquide d’élution 
de volume égal de bouillon et de 2,5 p. 1.000 de glucose. On 
peut se demander si l’enrichissement de ce liquide, par l’addi- 
tion de ces substances nutritives, est indispensable a la produc- 
tion des sphérules. Nous avons, pour le savoir, réalisé l’expé- 
rience que Voici : 


Exrérience V. — 410 cent. cubes de sérum de lapin sont additionnés de 
2 cent. cubes de suspension d’hydrate d’alumine. Apres deux a trois heures 
de contact, centrifugation, décantation et reprise du culot dans 2 cent. 
cubes de solution 4 0,9 p. 100 de PO*Na?H. Le lendemain, centrifugation et 
décantation du liquide surnageant (soit E). 

Ensemencons de I goutte de culture de pneumocoque les divers milieux 
suivants : 

4° X gouttes de E, plus X gouttes de solution physiologique ; 

2° Méme composition que 4, plus I goutte de solution de glucose a 5 p. 400; 

5° X gouttes de E, plus X gouttes de bouillon ; 

4° Méme composition que 3, plus [ goutte de solution de glucose a 5 p.100. 

Aprés vingt-quatre heures de séjour a l’étuve, 1 est demeuré limpide, 
2 s'est fortement troublé (trouble granuleux avec petit dépot), il n’est apparu 
qu'un léger trouble diffus sans dépot en 3, une culture trés abondante s’est 
développée en 4 (trouble épais et gros dépot). Des préparations faites a ce 
moment montrent qu'il est apparu, a coté de microcoques, de nombreuses 
sphérules en 2 et en 4, tandis que 3 est exclusivement constitué de micro- 
coques; il ne s'est pas développé de culture en 1. Le pH, aprés quarante- 
huit heures, est approximativement de 7,5 en 4, 5,5 en 2 et 4,7 en 3. 


ACTION DU SERUM SUR LE PNEUMOCOQUE 543. 


On voit ainsi que les principes que l’hydrate d’alumine 
absorbe et que l’élution libére en solution minérale sont A eux 
seuls impropres 4 la culture du pneumocoque, mais sont néces- 
saires 4 l’apparition des sphérules dans la culture que permet 
l’addition de sucre au liquide. Par contre, l’addition, au liquide 
d’élution, de volume égal de bouillon ordinaire, bien que per- 
mettant la culture, du reste assez maigre, du pneumocoque, ne 
suffit pas & le rendre apte & la production des sphérules. On 
peut donc en inférer que cette production dépend & la fois de 
la présence de constituants sériques bien définis, absorbables 
par l’hydrate d’alumine, et de glucose. 

En ayant recours aux méthodes classiques de fractionnement 
du sérum, nous avons pu, au surplus, établir que ces consti- 
tuants passent parmi les euglobulines, séparées par addition 
au sérum de 9 volumes d'eau distillée et saturation d’anhydride 
carbonique. 


ExpéRIENCE VI. — 2 cent. cubes de sérum de lapin sont additionnés de 
9 volumes d’eau distillée stérile, puis saturés d’anhydride carbonique. Aprés. 
centrifugation, le culot est repris dans 1 cent. cube de solution. physiolo- 
gique. La redissolution s’effectue peu a peu. Le lendemain, on alcalinise 
légérement, sil est nécessaire, cette solution par une trace de solution de 
CO*Na?, de méme que le liquide surnageant ramené a la teneur en sel de la 
solution physiologique. Les témoins sont représentés par du sérum de lapin,. 
soit pur, soit dilué au dixiéme dans la solution physiologique. Des volumes 
de 1 cent. cube de la solution d’euglobulines, du liquide surnageant resalé 
et du sérum dilué au dixiéme, sont additionnés de I goutte de solution de 
glucose a 3 p. 100, puis ces divers milieux sont ensemencés de | goutte de 
culture de pneumocoque de vingt-quatre heures. De tres nombreuses sphé- 
rules ont apparu, apres vingt-quatre heures de culture, aux cétés de micro- 
coques, dans Ja solution d’euglobulines et dans le sérum pur; la culture 
en sérum dilué au dixi¢tme renferme des microcoques et de nombreuses 
sphérules de petite taille réunies en plages; le liquide surnageant ne con- 
tient que des microcoques. On peut également dissoudre les euglobulines. 
en bouillon; une telle solution, qu’il est inutile d’alcaliniser, fournit égale- 
ment une culture riche en sphérules. 


Ce procédé de séparation des constituants en cause dans la 
genése des sphérules est évidemment plus grossier que celui 
qui met en jeu le pouvoir absorbant de l’hydrate d’alumine, en 
ce qu'il entraine une grosse masse de substance inerle ; en effet, 
le précipité .que fait maitre, dans le sérum, l’addition d’eau 
distillée suivie de saturation d’anhydride carbonique paratt 
d’égale importance, qu'il s’agisse de sérum entier ou de sérum 
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traité préalablement par I'hydrate d’alumine. Les principes 
intervenant dans la genese des sphérules ne représentent donc 
qu’une fraction minime de la quantité totale des euglobulines. 

La notion, résultant des expériences qui précédent, de 
l’influence exercée sur les caractéres d'une culture microbienne 
par certains constituants du sérum, définis par leurs propriélés 
d’étre thermolabiles, entrainés par ‘hydrate d’alumine ou parmi 
les euglobulines, nous parait mériter de retenir lattention, en 
ce quelle révéle une particularité intéressante et, 4 notre 
connaissance, nouvelle de la biologie microbienne. Nous nous 
proposons de rechercher prochainement si la culture d'autres 
microbes que le pneumocoque ne présenterait pas, en euglobu- 
lines, des caractéres qu'elle ne posséde pas en sérum entier. 
De premiers essais réalisés dans ce sens sur le staphylocoque 
et sur le streptocoque se sont montrés négatifs : la culture de 
ces microbes en solution d’euglobulines ne renferme que des 
formes semblables a celles qui apparaissent dans les milieux 
usuels ; mais l’expérience aurait peut-étre plus de chances de 
succes si elle s’adressait & des organismes dont la culture exige 
la présence de sérum. 

ll existe, en dehors de la bactériologie, des constatations 
qu'il nous semble intéressant de rapprocher des nétres, en 
ce qu’elles mettent en évidence le rédle trophique particulier 
des euglobulines : Ebeling, cilé par Alexis Carrel (4), a, en 
effet, observé que, contrairement au sérum entier qui inhibe 
la croissance de tissus en culture, les euglobulines séparées de 
ce dernier ont, sur cette croissance, une action favorable; 
corrélativement, et ceci précise l’analogie entre les deux phé- 
noménes, le pouvoir inhibiteur du sérum saccroit par chauf- 
fage préalable & 56°. L’analogie entre ces constatations et les 
ndtres mérite, nous semble-t-il, d’étre signalée. 

Au surplus, ces euglobulines, gui apparaissenl comme douées 
de qualités trophiques particuliéres, étant les constituants les 
plus labiles du sérum, sont probablement ceux qui se déposent 
le plus volontiers au niveau du protoplasme acide des cellules ; 
la morphologie des virus cytotropes ne peut-elle s’en ressentir? 


(1) Alexis Carnet, Modern techniques of tissue culture and results. Slu- 
dies from the Rockefeller Institute for Medical Research, 67, 1929, p. 361. 
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Sans préjuger davantage, il est curieux de remarquer combien 
les formations décrites par Guarnieri et par Negri ressemblent 
morphologiquement & nos sphérules. 

Il convient maintenant de chercher a interpréter l’inapti- 
tude des divers sérums étudiés, autres que le sérum de lapin, 
a permettre la formation des sphérules par le pneumocoque. 
Puisque nous avons pu démontrer, d'une part, que ces sérums 
empéchent, 4 concentration suffisante, la production des sphé- 
rules en sérum de lapin et, d’autre part, que celui-ci doit ses 
propriétés parliculiéres a des consliluants du groupe des euglo- 
bulines, on peut se demander si ces principes n’existent pas 
également dans ces divers sérums ow leur action serait empé- 
chée par la présence de facteurs antagonistes. Or, en réponse 
a cette question, nous avons reconnu que, du moins pour le 
sérum de cobaye et le sérum humain, il suffit d’additionner le 
sérum de glucose pour lui conférer l’aplitude & permettre la 
production des sphérules, moins nombreuses toutefois que 
celles qui apparaissent dans !es cultures en sérum de lapin. 


ExrErience VII. — Ensemencons de 1 goutte de culture de pneumocoque 
des volumes de 1 cent. cube de sérum de cobaye, de sérum humain et de 
sérum de cheval, soit purs, soit additionnés de I goutte de solution de 
glucose 4 5 p. 100. Aprés vingt-quatre heures-de séjour a l’étuve, les cul- 
tures en sérums sucrés apparaissent, du moins pour le sérum humain et le 
sérum de cobaye, sensiblement plus riches qu’en sérums purs. Pour le sérum 
de cheval, cette différence est moins marquée : méme en sérum glucosé, la 
culture, quise développe en grumeaux, est assez maigre. Des préparations 
faites A ce moment montrent qu'il est apparu des sphérules, A coté des 
microcoques, en sérum humain et en sérum de cobaye glucosés ; les autres 
cultures ne renferment que des microcoques, disposés en diplocoques ou en 
courtes chainettes dans le sérum de cobaye, en chainettes agglutinées dans 
le sérum humain, en gros grumeaux de chainettes agglutinées dans le sérum 
de cheval, pur ou glucosé. Fait curieux, on apergoit, dans la culture en 
sérum glucosé de cobaye, mélées en amas avec des sphérules bien colorées, 
des vacuoles circulaires, de mémes dimensions que les sphérules et don- 
nant l’impression d’étre des sphérules vidées de leur contenu. 

Les sphérules apparues en sérum humain glucosé sont de taille trés sensi- 
blement plus petite que celles qui prennent naissance en sérum de lapin. 
Le pH des diverses cultures est approximativement de 6 a 6,5 en sérums 
glucosés d’homme et de cobaye, de 74 7,3 en sérum glucosé de cheval. 


Tandis que les sérums glucosés d’homme et de cobaye se 
prétent & la production des sphérules par le pneumocoque, 
l'addition de glucose ne suffit donc pas & conférer cette pro- 
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priété au sérum de cheval dans lequel, du reste, la culture de 
ce microbe est particulitrement pauvre et fortement agglu- 
tinée. Mais ces premiers résultats donnent 4 penser qu’il sera 
possible d’obtenir, aux dépens de ces divers sérums, par addi- 
tion d’hydrate d’alumine suivie du traitement du culot par une 
solution phosphatée, des liquides dans lesquels la culture du 
pneumocoque s’accompagne de la formation de sphérules. Et 
c’est bien ce que l’expérience démontre : 


Expsérience VIII. — 2c. c. 5 cubes de sérum frais de cobaye et de lapin 
sont additionnés de 0 c. c.5 de suspension d’hydrate d’alumine; un préci- 
pité floconneux se forme aussitot dans chacun des sérums. Aprés deux a 
trois heures de contact centrifugeons, décantons et reprenons les culots 
dans 0 c. c. 5 de solution de PO‘Na?H a 0,9 p. 100. Aprés vingt-quatre heures 
de contact, centrifugeons ces deux liquides et décantons les liquides surna- 
geants qu’on mélange 4 volume égal de bouillon. Ensemencons de I goutte 
de culture de pneumocoque XX gouttes des deux liquides ainsi obtenus 
(soit 1, celui qui provient du sérum de cobaye, 2 celui obtenu a partir du 
sérum de lapin) préalablement additionnées de I goutte de solution de glu- 
cose 4 5 p. 100. Ensemencons de méme les liquides témoins représentés par 
les liquides surnageants, glucosés au méme taux, de sérum de cobaye [3] et 
de sérum de lapin [4] traités par hydrate d’alumine, du sérum pur de 
cobaye [5] et de lapin (6), et du sérum glucosé de cobaye [7]. Aprés vingt- 
quatre heures de séjour a l’étuve, il est apparu en 2 un trouble plus épais et 
un dépot plus abondant qu’en 1; 4 et 6 ont fourni des cultures plus riches 
que 3 el 5; le trouble est plus intense en 7 qu’en 5. Des préparations faites 
a ce moment, colorées par l’azur-éosine, montrent qu'il s'est formé de nom- 
breuses sphérules en 1 et 2, moins nombreuses toutefois en 1 qu’en 2; 3, 4 
et 5 ne renferment que des microcoques; 6 contient des microcoques et des 
sphérules; des sphérules ont apparu en 7, mais en nombre moindre qu’en 6. 
Une expérience analogue montre qu'on peut obtenir, par ce procédé, A partir 
de sérum de cheval, un liquide dans lequel la culture du pneumocoque 
détermine également l’apparition de diplocoques et de nombreuses sphé- 
rules. Signalons toutefois que les sphérules, observées dans les cultures en 
milieux obtenus, de cette fagon, aux dépens de sérum de cobaye ou de 
cheval, se colorent moins énergiquement, pour une raison qui nous échappé, 
que celles qui prennent naissance en liquide préparé, par cetle technique, A 
partir de sérum de lapin. 


Ce serait alourdir inutilement notre exposé que de décrire 
dans le détail les expériences qui nous ont montré que les 
solutions d’euglobines obtenues, selon la technique décrite 
précédemmenl (voir expérience VI), aux dépens de sérums de 
cobaye, de cheval ou d’homme, conviennent a la production 
des sphérules. Elles ne font, au surplus, que confirmer la notion 
déja établie par les deux expériences précédentes, & savoir que 
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siles cultures de pneumocoque dans ces divers sérums sont 
dépourvues de sphérules, ce fait n’est pas da a l’absence, dans 
ces sérums, des principes indispensables & la formation de ces 
éléments, mais résulte de ce que ces sérums, ne convenant que 
médiocrement & la culture du microbe, ne permettent pas aux 
principes en question d’exercer leur influence. Signalons que 
nous avons tenté, du reste sans succés, de provoquer l’appari- 
tion des sphérules dans de tels sérums en les mettant préala- 
blement au contact d’une suspension dense de pneumocoques 
tués, susceptibles peut-étre d’absorber les principes génant le 
développement microbien; cette technique n’a guére favorisé 
la culture. 

Une fois définies la morphologie et les conditions d’appari- 
tion de ces sphérules, reste 4 connaitre leur signification et 
leurs propriétés. Quels rapports ont-elles avec les diplocoques? 
Et tout d’abord, sont-elles vivantes ou bien représentent-elles 
seulement des images d’altération ou d’involution du microbe 
normal? 

Pour trancher cetle question fondamentale, nous devrions 
évidemment pouvoir disposer de cultures constituées exclusi- 
ment de sphérules; or, nous ne sommes pas parvenus a séparer 
celles-ci des microcoques. Intimement mélés les uns aux 
autres, sphérules et cocci ne sont pas séparables par voie 
mécanique; les procédés d’isolement sur milieux solides ne 
conviennent pas davantage, du fait que les sphérules n’appa- 
raissent pas dans les cultures sur ces milieux, méme si ceux-ci 
renferment une proportion élevée de sérum frais (gélose au 
sérum frais par exemple). 

Que les sphérules dérivent des cocci, cela ne semble pas 
douteux : on peut apercevoir, dans des amas ot sont mélés 
sphérules et diplocoques, a cété de microcoques normalement 
colorés en bleu, certains cocci virant au rouge; quelques 
images, plus rares celles-ci, semblant correspondre 4 la fusion 
en une seule masse de ces microcoques rouges. Ces données 
morphologiques semblent bien indiquer que les sphérules sont 
réellement des formes microbiennes et non des produits de 
sécrétion ou de déchet, mais elles n’écartent pas l’hypothése 
que ces éléments seraient des images d’involution des micro- 
coques. Cette hypothése, toutefois, ne cadre guére avec le fait, 
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é6tabli par les expériences qui précddent. que la formation de 
ces éléments dépend de la présence de constituants définis du 
sérum et, au surplus, ne s’observe que si les conditions de 
culture sont particuligrement favorables. Absentes des cultures 
de pneumocoque en sérums de cobaye, de cheval ou d’homme 
dans lesquels ce microbe se multiplie beaucoup moins abon- 
damment que dans le sérum de lapin, elles n’apparaissent pas 
davantage, comme nous le montrerons plus loin, dans le 
sérum de ce dernier animal, si celui-ci a été soumis a la vacci- 
nation spécifique. On peut donc, semble-t-il, considérer comme 
paradoxale l’hypothése qui rangerait parmi les formes d’invo- 
lution des éléments dont l’apparition, empéchée par les fac- 
teurs nuisant 4 la prospérilé de la culture, exige trés stricte- 
ment des matériaux alimentaires bien définis. En outre, on 
comprendrait mal, dans cette hypothése, que les dimensions 
de ces éléments pussent étre affectées par la dilution du sérum 
qui est, a cet égard, sans influence sur les formes normales. 
Signalons enfin que les sphérules partagent avec les micro- 
coques la propriété, si particuliére au pneumocoque, d’étre 
rapidement lysées par la bile. 


Expértence IX. — Une culture de deux jours de pneumocoque en sérum 
de lapin est centrifugée et le culot délayé dans un volume de solution phy- 
siologique égal au volume initial de sérum. A X gouttes de cette suspension, 
riche en sphérules et en diplocoques, on ajoute I goutte de bile fraiche de 
lapin. L’éclaircissement de la suspension est presque instantané, mais 
incomplet en raison de la présence, dans la culture, d'un précipilé amorphe 
déterminé sans doute par l’acidification. L’examen de I goutte pendante 
permet de suivre la lyse des sphérules : pratiqué aussilot aprés introduction . 
de la bile, il permet encore de reconnaitre les sphérules, mais celles ci sont 
déja beaucoup moins réfringentes; & ce moment, les diplocoques sont 
encore perceptibles. Les sphérules semblent ensuite se vider de leur con- 
tenu et prennent un aspect de plus en plus inconsistant. Enfin, aprés quelques 
minutes, on ne voit plus que des débris amorphes dont la mise au point 
devient trés malaisée. Des préparations faites immédiatement aprés intro- 
duction de la bile, et qu’on colore par la méthode de Laveran, ne montrent 
déja plus ces éléments. 


L'impossibilité d’oblenir ces sphérules 4 l'état pur rend 
évidemment trés malaisée l'étude des diverses propriétés : 
vilalité, virulence, etc. de ces éléments. Voici pourtant 
quelques observations que nous avons pu faire & ce sujet. 

Disposant, grace 4 hydrate d’alumine, d’un moyen simple 
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de comparer des cultures en sérum constiluées exclusivement 
de microcoques ou renfermant & la fois des cocci et des sphé- 
rules, nous avons pu rechercher si la présence des sphérules a 
pour effet d’accroitre la longévité d'une culture. L’expérience 
instituée & ce propos répond négalivement : ces cultures, 
encore vivantes aprés deux jours, se montrent slériles le cin- 
quiéme jour; leur vitalilé se conserve toutefois plus longtemps 
(quinze jours) si on a soin de substituer, aprés centrifugation, 
de la solution physiologique au liquide surnageant trés acide. 

Les sphérules sont-elles englobées par les phagocytes? Pour 
élucider ce point, nous avons mélangé, en chambre humide, 
I goutte d’une suspension riche en microcoques et en sphé- 
rules avec I goutte d’exsudat leucocytaire obtenu par injection 
intrapéritonéale, au cobaye, de solution physiologique ou de 
bouillon. Dans ces conditions, les sphérules cessent trés rapi- 
dement d’étre reconnaissables sur des préparations colcrées par 
la méthode de Laveran. Apres dix 4 vingt minutes de séjour a 
'étuve, on ne percoit plus, 4 la place de ces éléments, que des 
ombres trés pales qui, peu aprés, ne sont plus colorables. 

Ces sphérules sont-elles virulentes? Attendu qu’on ne peut 
les séparer des cocci, la question est impossible 4 trancher, 
mais il convient de rechercher si elles apparaissent dans les 
humeurs ou les tissus de l’organisme infecté. Or, nous ne les 
avons jamais vues dans les exsudats de cobayes morts de péri- 
tonite pneumococcique ni dans les liquides purulents provenant 
de pleurésies humaines, ce qui n’est pas élonnant puisque ces 
éléments n’apparaissent pas, in vitro, dans les cultures en 
sérums de ces espéces; mais nous les avons reconnues avec 
certitude non seulement dans les épanchements pleuraux et 
péritonéaux, mais aussi, et méme en plus grand nombre, dans 
le sang du ceeur de lapins morts de septicémie pneumococcique. 
La figure 2 reproduit une image observée sur un frottis, coloré 
par la méthode de Laveran, de sang du ceeur d’un lapin qui 
succomba quatre jours aprés l’injection sous-culanée de 2 cent. 
cubes d’une culture de pneumocoque en bouillon-sang; elle 
montre des sphérules de tailles diverses, dont cerlaines sont 
plus grandes que les globules rouges, et que leur coloration 
rouge vif permet de distinguer facilement, notamment des 
hématies qui se teignent en bleu pale. 
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Nous avons fait mention, tout au début de ce mémoire, des- 
différences d’acidification entre les cultures de pneumocoque 
dans le sérum de diverses espéces animales, différences déja 
signalées dans une note préliminaire a la Société de Bio- 
logie (1). Rappelons que ces cultures, deviennent trés acides en 
sérum de souris et de lapin (ot le pH descend & 6 environ), 
tandis qu’elles demeurent alcalines en sérum de cheval; le pH 
baisse, dans les cullures en sérum de cobaye, jusqu’a 7 environ. 
Cette acidification est de méme intensité, quel que soit le 
nombre des passages par un méme sérum. II est 4 peine 
nécessaire de signaler que, dans les cultures en mélange de 
sérum de lapin et de sérum de cheval par exemple, |’acidifica- 
tion est d’autant plus forte que le mélange est plus. riche en 
sérum de lapin. Fait plus intéressant, sur lequel nous revien- 
drons plus loin, les cultures en sérum de lapin vacciné ne 
sacidifient guére, pour autant que l’immunisation ait é'é 
sunieinoenn poussée. 

Nous avons, en annexe de ce travail, cherché a déterminer 
la nature des acides formés par le pneumocoque en cullure en 
sérum de lapin qui, s’acidifiant fortement, se préte particulié- 
rement bien a cette étude. Nous avons pu rapidement y recon- 
naitre la présence d’acides volatils, en pratiquant, apres 
défécation, un entrainement & la vapeur. Par contre, nous 
n’avons pu déceler dans la fraction fixe la présence d’acide lac- 
tique recherché par la méthode au véralrol (2). La fraction 
volatile donnant naissance, par chaulfage apres addi ion de 
chlorure mercurique, 4 un pré-ipité blanc de chlorure mercu- 
reux, renferme donc de l’acide formique. Le dosage de celui-ci 
est effectué comme suit : 


Expgrience X, — 30 cent. cubes d’une culture en sérum Agée de trois 
jours sontadditionnés de 50 cent. cubes d'une solution dacide sulfosalicy_ 
lique 4 10 p. 100 Aprés séparation du précipité, le fillrat est amené au 
volume de 100 cent. cubes par addition d’eau distillée. On pratique sur ce 


(1) Propriétés biochimiques du pneumocoque en rapport avec limmunité. 
C. R. Soc: Biol:, 108, 1931, p. 752. 
(2) Méthode de Mendel et Goldscheider. Biochem. Zeitschr., 164, 1925, p. 163. 
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liquide Pentrainement par la vapeur d’eau jusqu’d obtention d’un volume de 
400 cent cubes environ. La neutralisation, en présence de phénolphtaléine, 
du liquide entrainé consomme 23 cent. cubes NaOH n/50 (respectivement 
23,5 cent cubes, 22,8 cent. cubes et 22,2 cent. cubes pour trois échantillons 
différents). 

L’acide formique est dosé dans ce liquide, qu’on a concentré par évapora- 
tion puis additionné de chlorure mercurique; la quantité de chlorure mercu- 
reux formé au cours de la réduction étant appréciée par titrage, aprés 
mélange aver un volume comnu d’une solution diode titrée, de l’iode demeuré 
en excés, selon les formules successives : 


HCO?H + 2HgCl? = He*Cl* + CO* + 2HCl 
Hg?Cl* + 2 = HeCl* + Hel? 
I? + 2S208Na? = S‘O*Na? + 2Nal. 


Le dosage pratiqué selon cette technique montre que les 30 cent. cubes 
de culture renferment 0,62 centigr. d’acide formique, soit 21 centigrammes 
HCO’ H par litre. (Les résultats onf été pour quatre échantillons différents 
de 23, 18, 24,6 et 19,5 centigr. par litre.) 

Toute l’acidité volatile n’est donc pas représentée par de l’acide formique; 
car, en effet 0.62 centigr. de HCO*H neutralisent environ 6,7 cent. cubes 
NaOH n/50, soit 29 p. 100 seulement de l’acidité totale mesurée (correspon- 
dant 4 23 cent. cubes NaOH n/50). 


Pour chercher 4 déterminer la nature de l’acidité volatile en 
excés, nous avons eu recours & la méthode de distillation frac- 
tionnée de Duclaux. 


Exprérience XI. — Séparons, par un nouvel entrainement 4 la vapeur, 
les: acides: volatils restant dans le liquide, préalablement réacidifié, ot nous 
avons pratiqué le dosage de.l’acide: formique. La neutralisation, en présence 
de phénolphtaléine, du liquide entrainé consomme 12 cent. cubes. NaOH 
n/50 (résultats des trois essais pratiqués : 13,5 ; 12 et 12 cent. cubes.) Ce 
liquide neutralisé, concentré par évaporation, est réacidifié par addition de 
0,5 cent. cube PO‘ H? 410 p. 100, puis amené a 110 cent. cubes par addition 
d’eau distillée. 

Nous consignons, ci-dessous les. résultats. de l’application de la méthode 
de Duclaux 4a trois distillats, provenant de trois échantillons différents, 
en notant en quantités correspondantes de NaOH n/50, les quantités 
d’acide passées dans les fractions successives de 10 cent. cubes de la distil- 
lation. 

gre Expérience. — La neutralisation du liquide distillé a consummé 
43,5 cent. cubes NaOH. n/50 (voir tableau page suivante). 

Pour les 2¢ et 3e expériences, qui ont donné des. résultats analogues, bor- 
nons-nous & indiquer le pour 100 d’acidité passée a chaque fraction (voir 
tableau page suivante). 

Les chiffres obtenus en résultat de ces trois analyses nous paraissent suf- 
fisammeut proches des chiffres indiqués par Duclaux comme caractéristiques 
de la distillation de Vacide:acétique: pour que, tenant. compte de ce que nos: 
titrages,, pratiqués, sur de trés petites, quantités d’acide, sont de ce fait assez 
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peu précis, nous nous croyions autorisés 4 conclure que la formation d’acide 
acélique accompagne dans nos cultures la production d’acide formique. Ces 
chiffres de Duclaux sont, en effet : 


FRACTIONS SUCCESSIVES POURCENTAGE D’ACIDE 
de 10 cent. cubes passé 4 chaque fraction 


? 
’ 
d 


4 
2 
4 
9 
5 
9 
9 
4 


7 
15 
23 
32 
40 
50 
60 
71 
84 


La quantilé d’acide acétique formé dans les cultures de pneumocoque en 
sérum de lapin serait alors. d’environ 15 milligrammes (correspondant & 
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42 cent. cubes NaOH n/50) pour 30 cent. cubes, soit d’environ 50 cenli- 
grammes par litre de culture. 


Les résultats de celte analyse semblent donc, en résumé, 
indiquer gue la culture du pneumocoque en sérum de lapin 
donne lieu & la formation de 20 & 25 centigrammes d'acide 
formigque et d’environ 50 centigrammes d'acide acétique 
par litre. Les acides formés dans cette culture apparaissent 
done étre de méme nature que ceux auxquels le pneumocoque 
donne naissance aux dépens du glucose dans les milieux arti- 
ficiels. 


CARACTERES DES CULTURES DU PNEUMOCOQUE EN SERUM 
DE LAPIN VACCINE. 


Les cullures du pneumocoque en sérum de lapin' vacciné 
différent, on le sait, de celles en sérum de lapin neuf en ce 
. que Jes microbes s’y développent en longues chainettes ‘souvent 
agglutinées. Mais nous avons reconnu, entre ces cultures, deux 
autres différences d’autant plus accusées que la vaccination, 
comportant l'injection de cultures tuées, puis, & doses progres- 
sivement croissantes, de cultures vivantes, a été plus inten- 
sive; les cultures enimmunsérum, qui ne s’acidifient que légé- 
rement ou demeurent alcalines, ne renferment que de rares 
sphérules, ou en sont méme complétement dépourvues. Il va 
sans dire que, dans les mélanges de sérum neuf et d’immun- 
sérum, l’acidification et le nombre des sphérules formées sont 
d’autant moindres que la proportion d’immunsérum est plus 
élevée; un immunsérum peut déji, ala concentration d’un 
dixiéme, réduire trés sensiblement la production des sphérules 
en sérum neuf. L’addition de glucose & l’immunsérum permet 
d’obtenir une culture qui, plus riche, s’acidifie davantage. Signa- 
lons aussi que les passages répétés en immunsérum n’empé- 
chent pas le pneumocoque de développer, par repiquage en 
sérum neuf, une culture trés acide pourvue de nombreuses 
sphérules. 

L’absence de sphérules dans les cultures en immunsérum 
souléve diverses questions. D’abord, limmunsérum discerne- 
t-il, a cet égard, les diverstypes de pneumocoques ? 
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Expgénience XIII. — Ensemencons de I goutte de chacune des cultures 
des pneumocoques I, IJ et III, 1 cent. cube de sérum de lapin neuf et 
4 cent. cube de sérum de lapin vacciné contre le pneumocoque II. Aprés 
vingt-quatre heures de séjour a |’étuve, les cultures en immunsérum sont 
toutes trois beaucoup moins troubles que les cultures en sérum neuf. La cul- 
ture du pneumocoque II en immunsérum contient un sédiment qu’on n’aper- 
coit pas dans les cultures, dans le méme milieu, des deux autres variétés 
microbiennes ; ainsi s’atteste la spécificité du pouvoir agglutinant de ce 
sérum. 

Des préparations faites A ce moment montrent des diplocoques et de 
nombreuses sphérules dans les cultures en sérum neuf, tandis que les cul- 
tures en immunsérum ne renferment que des microcoques, réunis en diplo- 
coques ou en courtes chainettes dans les cultures des variétés I et III, et 
groupés en longues chainettes dans la culture du pneumocoque II. Le pH se 
montre aux environs de 6 pour les cultures en sérum neuf, aux environs de 
7 pour celles en immunsérum. 


Cette expérience est doublement instructive, en ce quelle 
démontre, d’abord, que le sérum d’un lapin vacciné contre le 
pneumocoque d’un type donné est impropre & la production de 
sphérules non seulement par ce type, mais aussi par les autres; 
ensuite, en ce quelle établit que l’entrave apportée, par la 
présence des anticorps, a l’acidification de la culture est indé- 
pendante de la spécificité de limmunsérum. Cette derniére 
constatation semble indiquer que l’acidification moindre des 
cultures en immunsérum n’est pas une simple conséquence de 
Vagglutination microbienne; peut-étre la vaccination pro- 
voque-t-elle l’apparition d’anticorps différents des agglutinines 
et qui modifient la nutrition du microbe. 

Un tel immunsérum, dans lequel le pneumocoque ne produit 
pas de sphérules, n’exerce-t-il pas sur celles-ci une action 
directe, d’agglutination par exemple? Tandis qu’un immun- 
sérum, qui de méme que celui dont il s’agit dans l’expérience 
précédente, avait été obteuu par injection au lapin de cultures 
en milieux usuels, ¢’est-a-dire dépourvues de sphérules, n’a 
produit aucun effet de ce genre, le sérum d’un animal préparé 
par inoculation de cultures en sérum de lapin agglutine éner- 
giquement les sphérules. Sil’on centrifuge les sphérules agglu- 
tinées par un tel immunsérum, décante le liquide surnageant 
et le remplace par du sérum frais de cobaye, on ne constate 
aucune modification de ces éléments; méme en présence de 
lanticorps, elles ne semblent donc pas lysables par l’alexine. 

Bien qu’impropre a la production des sphérules, !’immun- 
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‘sérum ne renferme-t-il pas néanmoins, au méme titre que les 
sérums de cobaye, de cheval ou d’homme, les constituants 
nécessaires 4 la formation de ces éléments? 


Expérience XI. — Additionnons de 9 volumes d’eau distillée, puis saturons 
-d’anhydride carbonique, 3 cent. cubes de sérum de lapin neuf et de sérum de 
lapin vacciné. Aprés centrifugation énergique, décantons les liquides surna- 
geants et reprenons les culots d’euglobulines dans 41 c.c. 5 de bouillon. Le 
lendemain, ensemencons de I goutte ‘de culture de pneumocoque les 
divers milieux constitués comme suit : 

1° XX goulttes de solution d’euglobulines de sérum neuf: I goutte de solu- 
tion de ‘glucose a 5 p. 100; 

2° XX gouttes de solution d’euglobulines @’immunsérum; 1 goutte de solu- 
tion de glucose a4 5 p. 100. 

3° V gouttes du liquide surnageant, resalé, provenant du sérum neuf. 
XV'gouttes de bouillon; | goutte de solution de glucose a 5 p. 100; 

4° V gouttes du liquide surnageant, resalé, provenant de l'‘immunsérum > 
XV gouttes de bouillon; 1 goutte de solution de glucose a 5 p. 100. 

5° I goutte de sérum neuf; XIX gouttes de bouillon; I goutte de solution 
de glucose & 5 p. 100; 

6° [ goutte dimmunsérum: XIX gouttes de bouillon; I :igoutte de Boladion 
de glucose a 5 p. 100; 

7° XX gouttes de sérum neuf; 

8° XX ‘gouttes d@immunsérum; 

9° XX goutles d'immuusérum; |I goutte de solution de ‘glucose 4 5p. 100. 

Apres vingt-quatre heures de séjour a |’étuve, les cultures 41, 2 el 7 con- 
tiennent des sphérules en grand nombre, les autres en sont dénourvues. 


On voit donc que les euglobulines séparées de l'immunsérum 
-conviennent parfaitement a la formation des sphérules. 

De cette derniére expérience, 4 rapprocher de celles, citées 
plus haut, qui faisaient intervenir les sérums de cobaye, de 
cheval et d’homme, résulte la notion générale que les divers 
-sérums, méme si le pneumocoqgue n’y donne pas de sphérules, 
renferment les constituants dont dépend la production de ces 
éléments. Mais il ne suffit pas que ces constituants soient pré- 
sents; leurs effets peuvent étre empéchés par des principes 
existant soit dans les sérums normaux de diverses espéces ani- 
males, soit dans l’immunsérumde lapin. Selon les cas, ce pouvoir 
-antagoniste s’apparente donc & Vimmunité naturelle ou a l’im- 
munité acquise. 


CONCLUSIONS. 


Les facteurs défensifs bien connus en immunologie, phago- 
-cytes, anticorps nettement définis, ne sont pas absolument 
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identiques chez les diverses espéces animales, ce qui permet 
de comprendre que celles-ci ne sont pas réceptives au méme 
degré & une infection déterminée. Mais il existe en outre, 
entre les divers sérums, certaines différences de constitution 
qui se trahissent en ce qu'ils ne se comportent pas comme des 
milieux de cultures identiques, au moins pour ce qui concerne 
le pneumocoque, microbe étudié dans ce travail. De telles diffé- 
rences doivent, semble-t-il, étre invoquées aussi dans |’inter- 
prétation de l’inégale résistance des diverses espéces; dans 
cet ordre d’idées, il serait désirable de procéder & une étude 
systématique portant sur une série de microbes. 

Les inégalités de réceptivité des diverses espéces se tra- 
duisent notamment, dans les cultures du pneumocoque en 
sérum, par des différences trés marquées de l’acidification ; 
celle-ci est le plus intense dans le sérum des espéces les plus 
réceptives. On conslate en outre des différences d’ordre morpho- 
logique. Il se forme, en effet, dans la culture en sérum de 
lapin, animal spécialement réceptif, 4 cété des diplocoques, des 
sphérules de taille trés supérieure & celle des formes normales 
et pouvant méme dépasser celle des hématies; sphérules qui 
napparaissent pas dans les sérums de cobaye, de cheval ou 
WVhomme. Ces éléments, que colorent en rouge vif la méthode 
de Laveran et l’azur-éosine, sont, de méme que les diplocoques, 
rapidement lysés par la bile. Ils apparaissent non seulement 
dans les cultures en sérum de Japin, mais aussi dans les exsu- 
dats et le sang des lapins infectés par le pneumocoque; les 
cultures en sérum de lapin immunisé en sont dépourvues. 

On peut. démontrer que la production de ces sphérules 
dépend de la présence de constituants particuliers du sérum, 
définis par leurs propriélés d’étre thermolabiles et absorbables 
par l’hydrate d’slumine, et qui accompagnent les euglobulines 
lorsqu’on applique les procédés de fractionnement des albumi- 
noides du sérum. Ces principes se trouvent non seulement. 
dans le sérum de lapin, mais aussi dans celui des autres 
espéces animales et dans l’immunsérum; mais, dans ces der- 


niers, leur action est empéchée par la présence de facteurs 
antagonistes. 
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EXPLICATION DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — Frottis, coloré par la méthode de Laveran, d’une culture, agée de 
vingt-quatre heures, de pneumocoque en sérum de lapin. Les sphérules sont 
colorées en rouge vif. 


Fie. 2. — Frottis, coloré par la méthode de Laveran, de sang du cceur d’un 
lapin mort de septicémie pneumococcique. 


NOUVEAUX PRODUITS ACTIFS 
DANS LE PALUDISME AVIAIRE : 
UNE QUINOLEINE DE SYNTHESE 
AGISSANT SUR LES 
SCHIZONTES ET SUR LES GAMETES [F. 852) (1) 


par D; BOVET et M"* L. DEMANCHE. 


(Laboratoire de Chimie thérapeutique, Institut Pasteur.) 


A la suite des recherches fastes, dans le paludisme, sur la 
plasmoquine, on s’est trés vite apercu que cette derniére ne 
constituait pas seulement un succédané de la quinine, mais 
qu il existait entre les actions de ces deux produits des diffé- 
rences profondes, provenant du fait qu’ils n’agissaient pas sur 
les mémes formes des parasites; ainsi s’est formée et précisée 
la notion de l’existence d’une médication gamétocide et d’une 
médication schizontocide distinctes dans le traitement de cette 
infection. Depuis lors, les études faites sur lVatébrine ont 
permis une vérification nouvelle et éclatante de ce point de vue, 
et ont, une fois de plus, montré le bien-fondé et importance 
clinique de cette distinction. Lorsque l’on traite un malade 
présentant dans son sang périphérique & la fois des gamétes et 
des schizontes, par la quinine et par l’atébrine, on constate la 
disparition rapide des formes schizogoniques et par contre la 
persistance des formes sexuées; si l’on traite ce méme malade 
par la plasmoquine, les gamétes disparaissent tres rapidement, 
tandis que l'on observe une persistance des schizontes; ce sont 
ces faits qui ont conduit a utiliser aujourd’hui, dans le traite- 
ment du paludisme, les médicaments sous forme d’association : 
associations plasmoquine-quinine, 574 ou 710-quinine ou plas- 
moquine-atébrine. 

Cette méme différence d’action se retrouve dans les tech- 

(1) Voir E. Fourngav, M. et M=* J. Trérovtt, D. Bover et M% G. Benorr, 


Contribution a la chimiothérapie du paludisme. Ces Annales, 46, 1934, p. 154, 
et 50, 1933, p. 734. 
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niques d’essais de laburatoire de ces produits. Les deux héma- 
tozooses aviaires utilisées dans ce but le plus couramment 
sont l'infection expérimentale du canari par le Plasmodium 
precox, ou relictum, et Vinfection chronique spontanée du 
calfat par ! Hemoproteus paddae. Or, tandis que tous les médi- 
caments antipaludiques, quelles que soient les formes sur les- 
quelles s’exerce plus particulitrement leur action, se montrent 
plus ou moins efficaces dans l’infection du canari (quinine, 
bleu de méthyléne, dérivés de la quinine, plasmoquine, quinio- 
stovarsol, 710 F., 574 F., atébrine), seuls quelques-uns d’entre 
eux se montrent actifs vis-a-vis de l’infection que présente le 
calfat (1) (plasmoquine, bleu de méthyléne, dérivés quinoléi- 
niques, 710 et autres dérivés des méthoxyaminoquinoléines), 
d'autres enfin sont complétement inactifs (quinine, atébrine). 

Déji au début de nos essais chimiothérapeutiques sur le 
paludisme du calfat, en constatant les différences de suscepti- 
bilité médicamenteuse de ces deux formes d’infections, nous 
avions émis l’idée que l’absence d’action de la quinine sur les 
Hemoproteus était due 4 ce qu’elle ne détruit pas les gamétes, 
les résultats positifs que l’on observe au contraire avec des 
produits du groupe de la plasmoquine étant imputables, 
disions-nous, au fait qu'ils agissent principalement sur les 
gamétes. 

La découverte de l’action de l’atébrine dans le paludisme, et 
Vétude que Kikuth en a fait, parallélement sur les canaris et 
sur les calfats, ont apporté une preuve nouvelle a l’appui de 
cette maniére de voir. L’atébrine, dont l’action s’exerce chez 
homme, comme celle de la quinine, uniquement sur les 
formes asexuées, est trés active sur l’infection du canari, inac- 
tive par contre sur l’infection du calfat. Ainsi, comme le dit 
Kikuth, les gamétes du calfat correspondent, du point de vue de 
la chimie thérapeulique, aux gamétes du paludisme humain, 
les mémes médicaments exercant leur action sur les uns et les 
aulres. 

En résumé, un produit gamétocide se montre actif a la fois 
dans Vinfection du canari et dans celle du calfat; un produit 

(1) Il en va de méme sur l’Hemoproteus columbe du pigeon; Sergent a 


montré que l’infection n’était pas influencée par la quinine ; Godoy et Lacorte, 
qu’elle était sensible 4 la plasmoquine. 
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schizontocide agit sur l'infection du canari seulement, et non 
sur celle du calfat. 

En poursuivant nos recherches sur les homologues supé— 
rieurs de la plasmoquine, nous avons constaté qu’en allou- 
ceant la chaine diaminée fixée sur le noyau méthoxyquino- 
léinique l’action sur les gamétes s’atténuait alors qu’au 
contraire, chose tout a fait inattendue, |’action sur les schizontes 
augmentait au point que le coefficient chimiothérapeutique 
du terme en C* dépasse notablement celui de la plasmoquine 
et des produils voisins (574, 710). 

La 8-diétylamino - undécylamino-6-méthoxyquinoléine 
(852 F.), dont nous avons déja dit quelques mots dans notre 
travail précédent (1), nous a surtout paru mériter une étude 
compléte et méme des essais sur l'homme. Ceux-ci, confiés & 
MM. Marchoux et Chorine, ont été déja poussés assez loin avec 
ce produit sous la forme de son sel de stovarsol (915 F.) et ont 
été publiés & une autre place (2). 

Dans les essais qui suivent, le produit a toujours été admi- 
nistré sous forme de chlorhydrate neutre, préparé au moment 
de l'emploi, les doses étant calculées en poids de base. 

Ce qu'il y a de remarquable avec le produit 852, c’est qu'il 
est trés peu toxique, ainsi que nous l’avons déja signalé dans le 
mémoire précédemment paru. I.a dose maxima tolérée par le 
calfat, par voie sous-cutanée, est de 0 gr. 002; a 0 gr. 0006 
Vaction sur l’infection est encore forte, les oiseaux étant stéri- 
lisés pendant dix jours; & 0 gr. 00045 le produit agit encore, 
mais incomplétement. 

Le coefficient chimiothérapeutique de ce produit est done 3, 
plus faible que celui de la plasmoquine (40) et du 710 (100), 
plus fort que celui de la quinine et l’atébrine, ces deux pro 
duits étant inactifs. 

L’action sur infection du canari a été étudiée en suivant. 
exactement la technique indiquée par Roehl : traitement pen- 
dant six jours & dater du jour de l’inoculation, et recherche de 
la dose la plus faible capable de retarder d’au moins trois jours. 
apparition des parasites dans le sang périphérique (ceux-ci 
apparaissent régulitrement le sixiéme jour chez les oiseaux. 


(1) Ces Annales, 50, 1933, p. 731. 
(2) C. R. Soe. Biol., 113, 1933, p. 1463. 
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‘émoins). Les trailements ont été faits, comme chez le calfat, 
par voie sous-cutanée. 

La dose toxique est de 0 gr. 005, la dose maxima tolérée de 
0 gr. 002, la dose minima active de 0 gr. 00002. Le coefticient 
chimiothérapique est donc de 100. Ce chiffre est extrémement 
élevé par rapport & ceux obtenus avec |’atébrine (30), la qui- 
nine (4) et la plasmoquine (30). 

En comparant les indices chimiothérapeutiques obtenus avec 
le produit 852 sur le canari et sur le calfat, l’on doit conclure 
que son action ne s’exerce pas électivement sur les gamétes, 
comme dans le cas de Ja plasmoquine, puisque son coefficient 
est beaucoup plus élevé sur les Plasmodium que sur les Hemo- 
proteus, mais que, d’autre part, il n’est pas dépourvu d'action 
sur les gamétes comme létaient la quinine ou l'atébrine. Déjd 
Vexpérience chez animal permettait donc de prévoir une action 
sumultanée de ce produtt sur les schizontes et sur les gamétes que 
la clinique a pu ensuite pleinement vérifier. Le 852 semble étre 
le premier des médicaments réellement actifs contre le palu- 
disme qui présente cet amphotropisme d’action. 


* 


* * 


Lé tableau suivant, permettant de comparer le produit 852 
4 la quinine, la plasmoquine, |’alébrine et au 710 F., résume 
les essais faits sur la toxicité de ce produit pour les animaux de 
Jaboratoire. On voit que, par rapport 4 la plasmoquine, la 
toxicité est environ trois fois plus faible chez loiseau et chez 
la souris, cing fois plus faible chez le lapin par voie intra- 
veineuse, plus de vingt fois chez le lapin par voie sous- 
cutanée. L’indice thérapeutique est chez le calfat inféricur 
a ce qu'il était pour la plasmoquine, par contre chez le canari 
il passe de 30 a 100. 

Par rapport a l’atébrine, la toxicité est trés voisine chez 
l’oiseau et chez la souris; deux fois plus faible chez le lapin par 
voie intraveineuse, plus de quatre fois par voie sous-cutanée. 
L’action se manifeste sur les parasites du calfat alors que l’até- 
brine seule n’en posséde aucune; chez le canari elle se pro- 
duit déja & des doses dix fois moins élevées et l’indice théra- 
peutique passe de 30 & 100. 


CALFAT 
sous- 


ceutanée 


0,002 

0,005 

00006 
1/3 


0,00016 
0,0002 
0000004 


F 


D. min. act. 
C/T 
k 


D. min. act. 
C C/A) Wey Se 
F et K 


0,0006 


D. min. act. 
GREYS uk 


0,000006 
4/100 
E 


Sans act. 


Sans act. 


CANARI 


sous- 


Aus eh cutanée 


852 


0,002 

0005 

000002 
4/400 
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SOURIS 


sous- 
intra- 
veineuse 


sous- 


cutanée cutanée 


0,004 
0,008 0,400 


— 0,600 


Plasmoquine : 


000062.) comme 
par 
voie 

buecale. 


R 


0,00002 
4/30 
R 


Atébrine : 


0,040 

0,20 

0', 00033 
4/30 

F et K 


Quinine : 


0,045 
0,020 


0,003 


0,0008 0,0035 


Wet HIF,  WetH|F,WetH 


0,007 0,075 0,007 


W et Hi W et H W et H 


0,014 0,5 0,4 — 0,13 


Wet H| WetH W et H 


0,030 
0,035 


F 


0,0035 
0,005 


F 


F, expériences du laboratoire de chimie thérapeutique; R, Roehl (1926); K, Kikuth 
(1932); W et H, Weese et Hecht, (calfats, canaris, souris : dose en gramme pour 
20 grammes; lapin : dose en gramme par kilogramme. 


Dans des recherches précédentes (1), il a déja été fait allusion 
aux propriétés anesthésiques de la plasmoquine et des com- 
posés voisins, propriétés qui, pour des médicaments antipalu- 
diques, sont nettement génantes et méme dangereuses puis- 
qu’elles leur conférent une toxicité mnerveuse cardiaque 


(1) Arch. intern. Pharmacodyn. et Therapie, 44, 1934, p. 108. 
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considérable; cette action nerveuse n’étant pas paralléle & 
leur action antipaludique, elle constitue un inconvénient 
grave et sans contre partie. Les essais pour faire disparaitre 
les propriétés anesthésiques de la plasmoquine en, suppri- 
mant le radical OCH? fixé sur le noyau n’ont pas été heureux, 
Vaction antipaludique diminuant en méme temps que l'action 
anesthésique. 

Les recherches de Fourneau et Samdah! [1930] (1) sur les 
pipérazines, puis de Miescher [1932] (2) sur la percaine, ont 
-‘montré que l’action anesthésique pouvait décrottre apres avoir 
passé par un maximum lorsque s’allongeaient les chaines laté- 
rales aminées des anesthésiques locaux. La disparition presque 
compléte dans le produit 852 des propriétés anesthésiques, qui 
est de la plus haute importance puisque c’est & elle qu’est due 
vraisemblablement la diminution de toxicité de ce produit par 
rapport aux termes a chaine plus courte, est due & un phéno- 
méne du méme ordre. 

A céoté du dérivé qui vient d’étre étudié en détail, plusieurs 
autres trés voisins ont été essayés au point de vue de leur 
valeur thérapeutique sur l’infection paludique aviaire. 

En premier lieu, le radical méthoxy OCH? occupant la posi- 
tion 6 sur le noyau quinoléinique du 852 peut étre remplacé 
par un atome d’H (produit n° 921), ou par le radical méthyl 
(n° 923); le premier de ces dérivés a un indice chimiothérapeu- 
tique de 25, le second se montre inactif. 

Le remplacement des deux radicaux éthyl fixés sur l’azote, & 
Vextrémité de la chaine diazotée de la position 8 par les radi- 
caux diméthyl (n° 920), diminue aussi fortement l’activité thé- 
rapeutique, |’indice tombant & environ 50. 

Eafin la chaine en C" réunissant les deux amines a été rem- 
placée par une chaine non saturée (n° 919), ou par une chaine 
ramifiée, «-méthyl décylique (u° 918), et les indices sont passés 
aS era is. 

Ces résultats, encore incomplets, montrent pourtant déji que 
les relations entre la constitution chimique et l’action théra- 
peutique que nous avons pu antérieurement établir pour des 


(1) Bull. Soc. Chim. fr., 4° sér., 47, 1930, p. 1003. 
(2) Helv. chim. acia, 15, 1932, p. 168. 
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quinoléines gamétocides peuvent étre retrouvées pour des qui- 
noléines schizontocides, identiques au moins dans une certaine 
mesure. Déja de nos recherches précédentes nous avions conclu 
que la suppression ou le remplacement de la fonclion méthoxy 
diminuait l’action thérapeutique. 


LE CANCER DES ‘PLANTES 
ET LIMMUNITE ANTICANCEREUSE 


-par'I. GHEORGHIU. 


(Faculté de ‘Médecine de Sassy, 
'Laboratowe de'bactériologte du. professeur Al. -Statineanu.) 


La-possibilité de yacciner une, plante contre une maladie est 
en principe contestée par la plupart: des expérimentateurs, qui 
n’admettent)pas le: phénoméne de limmunité/dansile régne 
végétal & cause dela grande différence anatomo-physiologique 
gui existe entre ce régne et: le régne.animal. 

De plus, parmi d'autres objections: tres. sérieuses,il y .a 
celle qu'il existe une profonde différence: entre. Ja tumeur. ani- 
male: et la tumeur végétale, que les plantes)n’ont pas: un. sys- 

1éme circulatoire homologue de celui des:animaux et:quiserait 
le siége principal des phénoménes de l’immunité. 

La circulation;du: suc végétal chezJes) plantes: est: considérée 
comme un phénoméne purement mécanique et, par conséquent, 
passif; elle se fait en grande partie:dans les faisceaux ligneux 
de Ja plante et:n’a qu'une possibilité d’action:trés réduite en ce 
qui concerne le.phénoméne biologique de limmunité. 

Mais une simple observation: prise dans le;domaine phyto- 
pathologique nous donne une réponse concernant les opinions 
émises plus haut. Cesta savoir.que,: si: lon inocule & une 
plante,une culture virulente dans une région quelconque de la 
iige, dans un laps de tempsodéterminé: toute la plante: sera 
envahie par l’élément pathogéne inoculé. 

Enfin, en provoquant le cancer chez une plante, on peut 
démontrer jusqu’a l|’évidence intoxication totale de celle 
plante, quelle que soit la région; inoculée et, «’autre part, en 
traitant les plantes caneéreuses avec un vacein spécifique, on 
peut faire apparaitre une véritable immunité tumorale, bien 
qu'il n’existe pas chez les plantes une circulation duitypede la 
circulation sanguine; des; animaux. 
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Les premiéres données relatives au cancer des plantes sont 
dues & E. Smith. Les recherches de ce savant sont si completes 
que les travaux ultérieurs d’aulres auteurs n'ont apporté que 
trés peu de fails nouveaux. 

En nous rapportant & la question de l’immunité contre les 
tumeurs et de la vaccinothérapie chez les animaux, le moyen 
idéal de destruction de la cellule cancéreuse serait de provo- 
quer sa cytolyse par l’organisme, mais cette réaction ne se 
produit pas, soit que la cellule cancéreuse animale se trouve 
dans un état qui la rend inattaquable par suite d’un manque de 
récepteur pour les anticorps lytiques, soit que la cellule can- 
céreuse produise des substances de défense qui bloquent les 
forces lytiques de l’organisme. 

Le cancer des plantes et ’immunité spécifique anti-cancé- 
reuse ont été longtemps étudiés par nous sur un grand nombre 
de Pelargonium zonale : pendant trois ans, plus de 300 plantes 
ont été soumises a nos expériences. 

Le Bacterium tumefaciens, en culture sur gélose, a été inoculé 
par piqtire, suivant la technique connue, dans les parties jeunes 
de la tige. La tumeur se développe lentement, et devient 
visible un mois aprés inoculation. Au bout de six & huit mois, 
elle atteint un volume considérable; suit alors une période de 
latence durant laquelle la tumeur se desséche dans certaines 
parties tout en poussant dans d'autres. 

Les parties desséchées correspondent aux parties nécrosées 
des tumeurs animales. Dans une derniére phase, la plante, ainsi 
que la tumeur, perd son activité : les feuilles nouvelles n’appa- 
raissent plus, tandis que celles qui existent perdent leur chlo- 
rophylle, se fanent et se sAchent. Kn méme temps la tige perd sa 
chlorophylle, devient blanche et le desséchement commence dans 
les parties supérieures, quel que soit le siége de la tumeur. La 
mort de la plante survient dans un temps relativement court; 
elle est déterminée par la chlorose, d’ot résulte un manque 
complet d’assimilation. 

D’habitude nos expériences sur le cancer des plantes com- 
portent deux inoculations : l’une dans les parties jeunes de 
la plante et la seconde dans le pétiole d’une feuille toute jeune. 
Nous opérons ainsi parce que nous avons observé qu’un nombre 
approximalif de 13 p. 100 des plantes inoculées avec le B. 
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tumefaciens présente une résistance naturelle. La résistance 
est si solide, que n’importe quels essais ultérieurs pour la 
vaincre, soit par des inoculations massives du B. tumefaciens, 
soit par d'autres procédés, restent irfructueux : les tumeurs 


Fre. 4. — Plante témoin porteuse d’une tumeur. 
Onze mois aprés linoculation. 


n’apparaissent pas. L’évolulion et l’aspect du cancer de la 
plante ont une analogie parfaite avec le cancer des animaux. 


LA VACCINATION ANTITCMORALE CHEZ LA PLanTE. — Le premier 
travail qui pourrait repr¢ésenter un essai de vaccination chez la 
plante serait Je travail de Beauverie en 1901, qui a essayé la 
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vaccination des Pelargonium, dans les serres envahies par le 
Botrytis cinerea. Viennent ensuite d’autres travaux portant sur 
différentes plantes affectées de maladies microbiennes et para- 
sitaires de Carbone, Arnauidi, Nobécuurt, Bernard, Magrou, 
Ray, Benigni, Zoja, etc. 

Technique de la préparation du vaccin. — En ce qui con- 
cerne les méthodes de préparation du vaccin, elles sont trés 
variées et presque chaque chercheur a la sienne. C’est ainsi 
que l’on a utilisé des cultures atténuées par la chaleur ou bien 
des cultures de parasites (Botrytis cinerea) atténuées par le. 
vieillissement, ou bien des vaccins préparés par |’exposition 
d’émulsions de cultures & l’action de substances chimiques 
telles que l’acide lactique & dose variable ou les vapeurs d’éther. 

On utilise quelquefois méme le filltrat de trituration de 
plantes malades ou le filtrat sur bougie Chamberland d’une 
culture de parasites en bouillon, ou bien encore l'extrait aqueux 
obtenu par lavage d’un précipité alcoolique provenant d'une 
riche culture de germes. 

Dans nos travaux sur le cancer provoqué chez le Pelargo- 
nium zonale par le B. tumefaciens d’aprés la méthode de 
K. Smith, nous avons utilisé un vaccin anti-twmefaciens, en 
chauffant a 60° l’émulsion de jeunes cultures de B. twmefaciens 
sur gélose, jusqua complete inactivation des éléments micro- 
biens. 

L’administration du vaccin a été faite pour savoir : 1° si les 
plantes peuvent étre prémunies contre les infections & B. tume- 
faciens, et cela dans le but unique de prémuzair la plante contre 
le cancer; 2° si, une fois la tumeur formée et en évolution, 
on peut la guérir. 

Pour résoudre le premier probleme, nous avons préparé 
plusieurs plantes en leur inoculant & la seringue des quantités 
notables de vaccin anti-twmefaciens, 4 deux ou trois reprises, 
dans les tissus sous-épidermiques. 

Nous avons appliqué aussi du vaccin sur le parenchyme cor- 
tical mis & nu en soulevant l’épiderme de la tige, sur une 
étendue de 2 & 3 cenlimétres, dans le but d’avoir une grande 
surface d'absorption. Le vaccin s’applique sur des manchons 
d’ouate stérilisée qu'on laisse douze & dix-huit heures en place. 

Trente ou quarante jours aprés la vaccination, on éprouva les 
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plantes vaccinées en leur inoculant dans les parties jeunes des 
portions de culture virulente de B. tumefaciens. Ces plantes 
inoculées ont été mises en observation pendant huit, dix mois 
et aucume n’a présenté de tumeur. L’action préventive du 
vaccim anti-temefaciens est donc assez évidente chez les Pelar- 
gontum zonale en ce qui concerne la formation des tumeurs. 

Toutefois laction préventive du vaccin dépasse-rarement 
trois mois. 

Les plantes témoins inoculées en méme temps présentent des 
tumeurs apparaissant dans un laps de temps de un & trois mois. 


VACCINATION DES PLANTES cANCHREUSES. — En ce qui concerne 
la seconde partie (recherche de la valeur curative du vaccin 
anti-ctwmefaciens), nous avons opéré de la maniére suivante : 
Lorsque les tumeurs se sont développées suffisamment, c’est-a- 
dire quatre & six mois aprés linoculation, on applique le 
vaccin anti-twmefaciens. Aprés inactivation de l’émulsion de 
B. tumefaciens par la chaleur, selon le procédé indiqué plus haut, 
le vaccin a été administré par la méthode des applications 
_locales. Aprés avoirsoulevé l’épiderme de la plante, et mis 4 nu 
le tissu cortical sous-épidermique sur une surface aussi élendue 
que possible, on applique les manchons d’owate stériles, qui 
ont été imbibés avec l’émulsion de vaccin. Cette opération 
était répétée sept & huit fois a cing a six jours d’intervalle. 

La seconde technique de vaccination utilisée consiste en 
injections de vaccin, avec une aiguille fine, en quantités appré- 
ciables et en plusieurs parties de la plante. L’inoculation du 
vaccin a 6té faite dans le parenchyme cortical ou plus profon- 
dément ; les injections étaient répétées tous les cing jours et a 
cing et six reprises d’aprés le volume des tumeurs. Au com- 
mencement de nos travaux nous inoculions une quantité appré- 
ciable de vaccin anli-twmefaciens dans le tissu tumoral méme de 
la plante. Le tissu tumoral, étant plus perméable que le tissu 
normal, permet l’inoculation d’une plus grande quantité de 
vaccin. Déja, quelques jours aprés l’inoculation, la tumeur 
commence & se dessécher dans Jes parties correspondant a 
Vinoculation ; la partie desséchée était relevée avec précaution 
et on appliquait sur la partie découverte un morceau d’ouate 
imbibée de vaccin anti-tumefaciens. Répétant l’opération plu- 
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sieurs fois, on constatait que lentement et progressivement la 
tumeur se détachait. 

La tumeur ne se reconstituait pas et la plante suivait son 
évolution normale. Mais, pour éviler certaines objections, nous 
avons changé de technique et nous avons introduit le vaccin 
en dehors ie la tumeur soil par inoculation, soit par application 


Fic. 2. — Evolution d’une tumeur cancéreuse chez une plante vaccinée. 
On remarquera la partie nécrosée enlevée et la partie qui se desséche. 


d'un tampon imbibé de vaccin sur le tissu de la plante aprés 
avoir soulevé l’épiderme. Le vaccin a été appliqué & plusieurs 
reprises & des intervalles de cing & six jours. La tumeur, sous 
linfluence du vaccin anti-twmefaciens, commence & se dessécher 
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par la surface et la dessiccation progresse & mesure que 1’on con- 
tinue le vaccin. 


Ce progrés est tel que, dans la derniére phase, on peut 


détacher la tumeur des tissus normaux de la plante avec une 
certaine difticulté. Mais jamais nous n’avons remarqué, comme 
le prétend Lakhovsky, un détachement spontané de la tumeur. 
Lakhovsky, dans L'Origine de la vie, prétend que, sous |’aclion 
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du rayonnement d’un oscillateur électrique par ondes tres 
courtes, qu'il a réalisé A cet effet, on peut obtenirune guérison 
de la plante cancéreuse et que cette tumeur tombe spontané- 
ment au bout de quelques jours. En réalité, la tumeur canceé- 


Fre. 4. — Plante cancéreuse vaccinée par piqtires sous-dermiques. 


reuse des plantes ne tombe jamais d’elle-méme et, pour qu’elle 
tombe, il faut l’y forcer. , 

Aprés leur traitement et leur guérison les plantes continuent 
leur croissance d’une maniére normale, comme si rien n’était 
intervenu. 


Les plautes témoins, porteuses de tumeurs provoquées en 
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méme temps, continuent leur croissance pendant neuf et douze 
mois; aprés ce temps, la chlorose commence, suivie de la dessic- 
cation des feuilles et dela mort complate de la plante. 

Pendant le traitement des plantes avec le vaccim anti-twmefa- 
ciens, nous avons observé chez 14 plantes des phénoménes 
intoxication provoqués par l’application du vaccin. Les 
plantes, aprés quelques applications, ont commencé & présenter 
des signes nets de souffrance, en ce sens gu’elles ne produi- 
saient plus de nouvelles feuilles, tandis que les feuilles exis- 
tantes se flétrissaient et se desséchaient. Nous avons cessé 
lapplication du vaccin et aprés quelque temps les plantes ont 
commencé a reproduire des feuilles d’abord plus petites, puis 
de plus en plus vigoureuses, 

Durant ces recherches nous.avons observé les faits suivants : 
le Pelargonium zonale est une plante ayant une grande sensi- 
bilité pour le B. tumefaciens. Les tumeurs apparaissent d’une 
maniére évidente, 4 peu prés trente jours apres l’inoculation du 
B. tumefaciens; toutefois il y a des cas ou les tumeurs appa- 
raissent plus tard. La croissance de la plante et de la tumeur 
s'accomplissent d’une manivre normale et ce n’est que beau- 
coup plus tard (huit & douze mois aprés |’inoculation) que 
commencent les signes de souffrance. 

Malgré la grande sensibilité du Pelargonium zonale pour le 
cancer, une proportion de 13 p. 100 des plantes ont montré 
dans le cours de nos recherches une résistance remarquable et, 
quelle quiait été la dose de B. tumefaciens inoculée, cette 
résistance n’a pas été brisée. 

De nos expériences on peut déduire, d’une maniére évidente, 
que si l’on détermine un cancer avec le B. fwmefaciens chez le 
Pelargonium zonale on peut, par le vaccin, prémunir et guérir 
Ja plante malade du cancer. La vaccination préventive et immu- 
nisante contre le cancer avec le vaccin anti-/wmefaciens est un 
phénoméne strictement spécifique, car si on ulilise d'autres 


antigénes microbiens le phénoméne de |'immunisation ne se 


produit pas. 
Toutefois, dans nos recherches, nous nous sommes heurté 


& une grande difficulté : celle de mettre en évidence les 
anticorps spécifiques. Tous nos efforts pour déceler les 
précipitines, les agglutinines, les hémolysines sont restés 
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infructueux. L’existence de pseudo-anticorps qui peuvent se 
trouver normalement dans les sucs végétaux et les expé- 
riences qui paraissent plaider en sa faveur doivent étre inter- 
prétées avec prudence. 

La réaction de fixation ne nousa donné aucun résultat. Peut- 
étre la raison en est-elle que les plantes ont dans leurs sucs 
une grande quantité de phosphates alcalino-terreux qui 
empéchent de mettre en évidence ces anticorps. Et cependant Ja 
preuve que ces anlicorps existent et quils prennent part 
aux phénoménes immunisants est la vaccination préventive 
et curative de la plante ainsi que le prouvent les expériences 
décrites plus haut. 

Il est nécessaire de faire ici une démarcation entre l’immu- 
nité anlicancéreuse animale et l’immunité anticancéreuse 
végétale. Pour Ja premiére, le moyen idéal de destruction de 
la cellule cancéreuse serait de provoquer sa cytolyse par l’orga- 
nisme, mais celte aclion ne se produit pas, soit que la cellule 
cancéreuse animale se trouve dans un élat qui la rend inalta- 
quable par suite d'un manque de récepteur pour les anticorps 
lytiques, soit que la cellule cancéreuse produise des substances 
de défense qui bloquent les forces lytiques de l’organisme. 
Tandis que pour les plantes, s'il est difficile de déceler leurs 
anticorps spécifiques, on peut toutefois réussir & les prémunir 
et & les guérir du cancer provoqué par le B. tumefaciens. 


Le Gérant : G. Masson. 
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